Band IV Heft 1 Januar 1914 


Zeitschrift für 
Gärungsphysiologie 
allgemeine, landwirtschaftliche und technische Mykologie 


unter Mitwirkung von 


V. Babes-Bukarest, Chr. Barthel-Stockholm, A. Bau-Bremen, M. W. Beijerinck- Delft, 
W. Benecke-Berlin, Ph. Biourge-Löwen, A. 3. Brown-Birmingham, M. Bücheler- 
Weihenstephan, R. Burri-Liebefeld bei Bern, A. Calmette-Lille, R. Chodat-Genf, A. Cluss- 
Wien, F. Czapek-Prag, M. Düggeli-Zürich, J. Effront-Briissel, F. Ehrlich-Breslau, 
H. v. Euler-Stockholm, €. Gorini-Mailand, R. Graßberger-Wien, A. Harden-London, 
H. A. Harding-New York, F. C. Harrison-Ste. Anne de Bellevue, Canada, F, v. Höhnel-Wien, 
J. Chr. Holm-Kopenhagen, F. Hueppe-Prag, G. v. Istvänffi-Budapest, Orla Jensen-Kopenhagen, 
Alfred Jörgensen-Kopenhagen, V. v. Klecki-Krakau, M. Klimmer-Dresden, A. Koch-Göttingen, 
R. Kolkwitz-Steglitz-Berlin, F. Krasser-Prag, W. Kruse-Bonn, H. van Laer-Gent, F. Löhnis- 
Leipzig, Ch. E. Marshall-East Lansing, Michigan, R. Meißner-Weinsberg, W. Migula-Eisenach, 
H. Molisch-Wien, C. Neuberg- Berlin, W. Palladin-Petersburg, P. Petit- Nancy, P. Pichi- 
Conegliano, E. Prior- Wien, 0. Richter- Wien, E. Roux-Paris, K. Saito-Tokio, A. Schattenfroh- 
Wien, W. Seifert-Klosterneuburg, J. Stoklasa-Prag, Freiherr v. Tubeuf- München, 
W. Winkler-Wien, J. Wortmann-Geisenheim, H. Zikes-Wien 


herausgegeben von 
Professor Dr. Alexander Kossowicz-Wien 


Li 


BERLIN 


Verlag von Gebrüder Borntraeger 
W35 Schöneberger Ufer 12a 


1914 


Inhalt des 1. Heftes 


Originale: Seite 
1. Dr. Rothert. Über den Einfluß der Aussaatstärke auf das Resultat 
bei Bakterienzählungen mittels Plattenkulturen . . . 1—10 
2. Chr. Barthel. Die Einwirkung organischer Stoffe auf SS Sir 
fikation und Denitrifikation im Ackerboden . . . . . . . . 11-48 


Bibliographie: 
1. F. Lóhnis. Literaturliste der im 92. Halbjahre 1912 erschienenen 
Arbeiten auf dem Gebiete der landwirtschaftlichen Bakteriologie 49—57 
2. Josef Weese. Literaturliste der im 1. Halbjahre 1912 erschienenen 
Arbeiten über durch Pilze verursachte Pflanzenkrankheiten und 
Systematik der Pilze m ME LE CELL 5769 
Referate M o c Au o ee TO — 8) 


LEV A RE 


A Un U 


Die „Zeitschrift für Gärungsphysiologie“ erscheint in zwanglosen 
Heften von je ca. 4 Bogen. Etwa 24 Druckbogen bilden einen Band zum 
Preise von 20 Mark. Jährlich gelangen 11/2 bis 2 Bände zur Ausgabe. 

Alle die Redaktion betreffenden Zuschriften und Sendungen (Manu- 
skripte, Separatabdrücke, Rezensionsexemplare) sind an den Herausgeber 
Professor Dr. Alexander Kossowicz, Wien Il, Josef-Gall-Gasse 2, zu 
richten, alle geschäftlichen Mitteilungen an die Verlagsbuchhandlung 
Gebrüder Borntraeger in Berlin W 35, Schöneberger Ufer 12a. 

Die Mitarbeiter erhalten für Originalabhandlungen und Kleinere 
Mitteilungen ein Bogenhonorar von 40 M., für Referate 48 M., für Sammel- 
referate und Literaturlisten 60 M. — Den Originalarbeiten oder Kleineren 
Mitteilungen beigegebene Tabellen werden mit 20 M. pro Druckbogen 
honoriert. 

Originalabhandlungen können auch in englischer, französischer und 
italienischer Sprache zur Veröffentlichung gelangen. ‘ 

Bereits in anderen Zeitschriften in deutscher, französischer, 
englischer oder italienischer Sprache veröffentlichte Originalabhandlungen 
werden nicht aufgenommen. Die Herren Autoren werden höflichst gebeten, 
solche Arbeiten ebenso wie Abhandlungen, deren gleichzeitiges Erscheinen 
in anderen Zeitschriften in Aussicht genommen wurde, der Redaktion 
nicht einzuschicken. Autoreferate sind dagegen sehr erwünscht. 


Im Verlag Gebrüder Borntraeger erschien soeben: 

Einführung in die Mykologie der Gebrauchs- und Abwässer 
von Professor Dr. Alexander Kossowicz. 
In Vorbereitung befinden sich: 

Lehrbuch der Chemie, Bakteriologie und Technologie der Nahrungs- 
und Genußmittel von Professor Dr. Alexander Kossowicz. 


Einführung in die Mykologie der Lederfabrikation, der Textil- 
pflanzen und des Holzes von Professor Dr. Alexander Kossowicz. 


Zeitschrift für 
Gärungsphysiologie 
allgemeine, landwirtschaftliche und technische Mykologie 


unter Mitwirkung von 


V. Babes-Bukarest, Chr. Barthel-Stockholm, A. Bau-Bremen, M. W. Beijerinck- Delft, 
W. Benecke-Berlin, Ph. Biourge-Löwen, A. J. Brown-Birmingham, M. Bücheler- 
Weihenstephan, R. Burri-Liebefeld bei Bern, A. Calmette-Lille, R. Chodat-Genf, A. Cluss- 
Wien, F. Czapek-Prag, M. Diiggeli-Ziirich, J. Effront-Brüssel, F. Ehrlich- Breslau, 
H. v. Euler - Stockholm, C. Gorini- Mailand, R. Graßberger-Wien, A. Harden- London, 
H. A. Harding-New York, F. C. Harrison-Ste. Anne de Bellevue, Canada, F, v. Höhnel-Wien, 
J. Chr. Holm-Kopenhagen, F. Hueppe-Prag, 6. v. Istvanffi-Budapest, Orla Jensen-Kopenhagen, 
Alfred Jörgensen-Kopenhagen, V. v. Klecki-Krakau, M. Klimmer-Dresden, A. Koch-Göttingen, 
R. Kolkwitz-Steglitz-Berlin, F. Krasser-Prag, W. Kruse-Leipzig, H. van Laer-Gent, 
F. Lóhnis- Washington D. C., Ch. E. Marshall-Amherst, Massachusetts, R. Meißner-Weins- 
berg, W. Migula-Eisenach, H. Molisch-Wien, C. Neuberg- Berlin, W. Palladin- Petersburg, 
P. Petit- Nancy, P. Pichi-Conegliano, E. Prior-Bozen-Gries, 0. Richter-Wien, E. Roux- 
Paris, K. Saito- Dairen (Mandschurei), A. Schattenfroh-Wien, W. Seifert- Klosterneuburg, 
J. Stoklasa-Prag, Freiherr v. Tubeuf-München, W. Winkler-Wien, J. Wortmann-Geisen- 
heim, H. Zikes- Wien 


herausgegeben von 


Professor Dr. Alexander Kossowicz-Wien e? 
BAND IV E 

Ne, = 

SARA 

BERLIN Da 


Verfag von Gebrüder Borntraeger 
W35 Schöneberger Ufer [2a 


1914 


Druck von E. Buchbinder (H. Duske) in Neuruppin. 
(i tee. A lg ind p 


Inhaltsverzeichnis. 


Originalabhandlungen: 

Rothert, Über den Einfluß der Aussaatstärke auf das Resultat bei Bakterien- 
zählungen mittels Plattenkulturen 5 

Chr. Barthel, Die Einwirkung organischer Stoffe st die ‘Nitrifikation and 
Dovitiifikation im Ackerboden 6 

W. J. Baragiola und Ch. Godet, Die Vene de votes unter 
Paraffinöl e e SC ee, E : 

J. Weese, Studien über Ne 2. ME 5 

J. Kloß, Über den Einfluß von Chloroform und Senföl anf Tb alkeholische 
Gang von Traubensaft e E : 

F. Miller, Über den Einfluß des Kalkes o Wc Reus 

F. v. Hóhnel, Beitrüge zur Mykologie. VIII . 

J. Weese, Über die Gattung Malmeomyces Starb. 

R. Tarma Über Benzol-Bakterien . 

G. Kita, Zur Frage der Assimilierbarkeit dis Maltose en Helen : 

W. Polom und H. Millak, Über die Wirkung des elektrischen Stromes ani 
die Arbeit der Fermente der alkoholischen Gärung . 

A. Breslauer, Das Tyrosinase-Reagens als Mittel zur Mëttes: di iis 
der Eiweißzersetzung durch Bakterien Scat e. Nes 


Kleine Mitteilungen: 
A. v. Lebedew, Hefemazerationssaft oder Hefeextrakt? 


Referate . . . . . . . 70—80, 188—184, 288—288, 320, 348—852, 369 


Register der Personennamen 


Alphabetisches Sachregister 


Seite 


185 
194 
207 
224 
289 
321 


823 


858 


286 


—872 
Literaturlisten . . . . a . e . . . =... . . 49—57, 57—69, 188— 


137 
373 
375 


(510 a 


a 


Über den Einfluß der Aussaatstärke auf das Resultat 
bei Bakterienzählungen mittels Plattenkulturen. 


Von Dr. Rothert. 


Aus dem landwirtschaftlich-bakteriologischen Institut der Universität Göttingen. 


Bei Bakterienzählungen mit Hilfe von Plattenkulturen erhält 
man je nach der Arbeitsweise verschiedene Resultate. Die Wahl 
des Náhrsubstrates, Zusätze von Soda usw. sind in dieser Richtung 
von größtem Einfluß. So fanden wir bei Milchuntersuchungen in 
Heyden - Agar (12 y Agar, 7,5 g Nährstoff Heyden auf 1000 ccm 
Wasser) etwa fünfmal soviel Kolonien wie bei Benutzung von Bouillon- 
gelatine. 


Heyden-Agar 393 Kolonien ı ee E j = 3930000 y nds n 
e c DW H ccm unver- 
Bouillongelatine 85 » Moa 8500001 ann 


Näheres über diesen Einfluß der Nährsubstrate findet sich bei 
Engberding'. Aber auch durch die Aussaatstärke bezw. den 
Grad der Verdünnung werden die Resultate der Zählversuche stark be- 
einflußt. 


Es ist dies schon früher des Näheren durch mehrere Versuchs- 
reihen von Ruata?) festgestellt. Ruata fand bei seinen bakterio- 
logischen Untersuchungen von Wässern immer um so mehr Keime, 
je weiter er die zu untersuchenden Wässer verdünnte, je weniger Ko- 
lonien also in den Petrischalen wuchsen. Die Unterschiede in bezug 
auf Bakterienzahl sind bei seinen Untersuchungen ganz enorm. So fand 
er z. B. 


1) Engberding, Dissertation Göttingen. Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 23, 
S. 569. 


?) Q. Ruata, Centralbl. f. Bakt, II. Abt., Bd. 11, S. 220. 
Zeitschr. f. Gärungsphysiologie. Bd. IV. 1 
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bei einer Verdünnung von verflüssigende Kleinwesen nichtverflüssigende Kleinwesen 


1:10 130 4 650 
1:100 1100 4 700 
1:1000 1000 8000 
1: 10 000 10 000 20 000 
1 : 100 000 200 000 3 800 000 


Diese Differenzen in der Bakterienzahl bei verschiedenen Ver- 
dünnungen wurden, wenn auch nicht in so hohem Maße, auch ver- 
schiedentlieh in unserem Laboratorium bei Plattenkulturen von Milch- 
bakterien beobachtet, was uns veranlaßte, die Ursachen dieser Erscheinung 
einmal näher zu untersuchen. 

Als Material für diese Plattenkulturversuche wählten wir zunächst 
eine Reinkultur von Weinhefe (Oppenheimer Kreuz). Die Verdünnung 
des Materials wurde nach folgender, in unserem Institut eingeführten 
Methode vorgenommen: Es wurden mehrere Röhrchen mit je 9 cem 
dest. Wasser sterilisiert, nachdem sie vorher mit einem möglichst dichten 
Wattepfropf versehen waren, um die Verdunstung der genau abgemessnen 
Wassermengen nach Möglichkeit zu unterdrücken. Darauf wurde mit 
einer sterilisierten Pipette 1 ccm aus dem Hefenmaterial genommen und 
in ein Röhrchen mit 9 cem H:O gebracht. Aus diesem Röhrchen wurde 
dann wieder 1 cem genommen und in ein zweites Röhrchen mit 9 eem 
HO gebracht. Aus diesem zweiten Röhrchen, also aus der 100fachen. 
Verdünnung wurde dann wieder 1 cem in ein drittes Röhrchen getan 
und so fort. Nachdem auf diese Weise die einzelnen Verdünnungen 
bequem und schnell hergestellt waren, wurden mit einer sterilisierten 
Pipette verschiedene Mengen aus den einzelnen Verdünnungen in Petri- 
schalen gebracht und diese dann mit Mostgelatine versetzt. Das Er- 
gebnis war folgendes. 

In dem 1. Versuch der Tabelle I scheint bei einer Anzahl von 
693 Kolonien pro Platte schon eine Beeinflussung der Keime, die sich 
in einer Verminderung der Zahl der auftretenden Kolonien zu erkennen 
gibt, in den Platten stattzufinden, die dann bei einer Anzahl von 
960 Kolonien pro Platte noch stärker ist. In den folgenden Ver- 
suchen treten die Unterschiede immer deutlicher hervor. Je weniger 
Hefezellen pro Platte ausgesát werden, desto mehr Hefezellen pro 
Kubikzentimeter der zum Zählen verwendeten Hefereinkultur finden 
wir. Um also möglichst viel Keime auf den Platten zur Entwick- 
lung zu bringen, müssen wir möglichst wenig Hefezellen auf eine 
Platte aussäen. 
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Durch die Methode der Verdünnung konnten diese Unterschiede 
nicht bedingt sein, da bei einer Verdünnung von 0,1:1000 dieselben 
Resultate erzielt wurden wie bei einer Verdünnung von 1:10000, wie 
Versuch 8 in Tabelle I deutlich zeigt. Es ist vielmehr die gegenseitige 
Beeinflussung der Kolonien selbst, die eine normale Entwicklung der 
Keime auf der dichter besäten Platte verhindert. Je enger die Kolonien 
aneinanderliegen, um so mehr werden sie Nährstoffe verbrauchen und 
um so mehr Stoffwechselprodukte werden gebildet, die auf die Ent- 
wicklung der schwächeren und daher langsamer wachsenden Keime 
hemmend einwirken. Diese beiden Punkte, einmal die Wirkung der 
Nährstoffentziehung und dann die Wirkung der Stoffwechselprodukte 
behielten wir für unsere weiteren Untersuchungen im Auge und ver- 
suchten ihre Wirkungen getrennt voneinander zu beobachten, zu welchem 
Zwecke wir folgende Nährlösungen bereiteten: 

1. Mostgelatine zur Kontrolle, 
2. 10fach verdünnter Most mit Gelatine, 


3. 20fach 5 E » a 
4. Mostgelatine mit 2,5 °/o Alkohol, 
5. ^ o & Vo 

6. le a H Die n 


Die 5-, 10- und 20fach verdünnte Mostgelatine dienten dazu, den 
Einfluß des Nährstoffentzuges beobachten zu können und die Most- 
gelatine mit 2,5, 5 und 7 ?/o Alkoholzusatz sollte die Wirkung der Stoff- 
wechselprodukte zeigen. Der Alkohol wurde der Mostgelatine erst in 
der Petrischale zugesetzt, weil er ja sonst gleich beim Sterilisieren 
schon entwichen wäre. 

Beim Zählen der Platten ergab sich, daß die 5-, 10- und 20fache Ver- 
dünnung des Mostes auf die Anzahl der Kolonien keinen Einfluß aus- 
übte, nur waren die Kolonien in der verdünnten Mostgelatine natürlich 
viel kleiner. Auf den Platten mit dem Alkoholzusatz traten dagegen 
im Anfang überhaupt keine Kolonien auf. Nach und nach kamen sie 
hier dann aber auch, nachdem der größte Teil des Alkohols wohl ver- 
dunstet war. Nach 8 Tagen war dann die Anzahl der Kolonien bei 
Versuch 6 und 7 fast ebenso groß wie auf den anderen Platten (Tabelle I, 
Versuch 6 und 7). Merkliche Unterschiede waren also nach Verlauf 
von 8 Tagen nicht mehr zu konstatieren, da die zugesetzten Stoff- 
wechselprodukte zum größten Teil flüchtig waren. Die Verdünnung des 
Nährsubstrates hatte auch keinen Einfluß auf die Anzahl der Kolonien 
gehabt. Bei weiteren Versuchen ergab sich sogar, daß auf reiner, mit 


Wasser statt mit Most angesetzter Gelatine ebensoviel Kolonien wuchsen 
3% 
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wie auf Mostgelatine. Die Hefe ist demnach in bezug auf Nährstoffe 
sehr anspruchslos (Tabelle I, Versuch 9). 

Es sind also.bei der Hefe lediglich andere Stoffwechselprodukte 
und nicht der Alkohol, die in den dichter besäten Platten auch nach 
längerer Beobachtungszeit eine normale Entwicklung der Keime nicht 
gestatten. 

Um die Wirkung der Stoffwechselprodukte genauer verfolgen zu 
können und um gleichzeitig auch bei Bakterien den Einfluß der diehteren 
Aussaat durch die Nährstoffentziehung und die Stoffwechselprodukte 
beobachten zu können, zogen wir zu unseren weiteren Untersuchungen 
die Bakterienflora der Milch heran. 


Die Milch, die wir zu unseren Versuchen verwendeten, stammte 
aus der Zentralmolkerei in Göttingen und hatte einen ziemlich konstanten 
Bakteriengehalt, der aber zunächst durch einige Vorversuche annähernd 
festgestellt werden mußte, um ungefähr die geeignete Anzahl von 
Kolonien in den Platten zu bekommen. 


Als Nährmaterial für diese Kulturen wurde Heyden-Agar (12 y 
Agar, 7,5 g Heyden-Nährstoff auf 1000 com H:O) mit 1°/o Milchzucker 
genommen. Es trat hier bei den verschiedenen Verdünnungen dieselbe 
Erscheinung in der Entwicklung der Keime wie bei der Hefe zutage, 
wie die in der Tabelle II angegebenen Versuche zeigen. 


In den ersten vier Versuchen der Tabelle II ist die Anzahl der 
in 1 cem Milch gefundenen Bakterien durch die dichtere Lage der 
Kolonien in den Platten noch nicht herabgesetzt, bei einer Anzahl von 
242 Kolonien pro Platte von ca. 10 cm Durchmesser fand eine gegen- 
seitige hemmende Beeinflussung der Keime noch nieht statt. Bei den 
beiden folgenden Versuchen ergibt die Verdünnung von 0,5: 1000 gegen 
die von 1:10000 schon erheblich geringere Bakterienzahlen pro Ku- 
bikzentimeter der unverdünnten Milch. Diese Unterschiede treten 
bei den folgenden immer dichter besäten Platten immer stärker her- 
vor, so daß bei den letzten, bei der Verdünnung von 1:10000 mehr 
als zweimal soviel Bakterien gefunden wurden wie bei der Verdünnung 
von 1:1000. 

Es hatte also hier auch eine starke Hemmung in der Ent- 
wicklung der Keime in den dichter besäten Platten durch die Nähr- 
stoffentziehung und die Einwirkung von Stoffwechselprodukten statt- 
gefunden. 

Da die Hefe auf die Nährstoffentziehung wenig empfindlich war, 
und das hauptsächlichste Stoffwechselprodukt, der Alkohol, anderer- 
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seits flüchtig war, eignet sich die Hefe wenig zur näheren Unter- 
suchung der Beeinflussung des Kolonienwachstums durch Nährstoff- 
entzug und Stoffwechselprodukte. Wir versuchten daher nun bei 
Milchbakterien die Bedeutung der genannten beiden Einflüsse ge- 
trennt festzustellen. Zu diesem Zwecke wurden folgende Nährlösungen 
hergestellt. 

1. Gewöhnlicher Heyden-Agar, 
4fach verdünnter Heyden-Agar, 
Heyden-Agar mit Milchserum von 0,66 ?/o Milchsáure, 
Heyden-Agar mit neutralisiertem Milchserum, 
Heyden-Agar mit 0,66 °/o reiner Milchsäure, 

6. Heyden-Agar mit 0,33 %o reiner Milchsäure. 

1. diente zur Kontrolle, 2. sollte den Einfluß des Nährstoffmangels 
feststellen, 3. bestand zur Hälfte aus doppelt konzentriertem Heyden- 
Agar und zur Hälfte aus Milchserum von 0,66 Dia Milchsäure, das aus 
bis zur Vollendung der Säuerung stehen gelassener Milch dureh Ab- 
filtrieren des Kaseins gewonnen war. Die Nährlösung enthielt also 
ebensoviel Heydennährstoff wie 1., nebenbei aber 0,33 °/o Milchsäure 
und die Hälfte der außerdem in der sauren Milch erzeugten Stoff- 
wechselprodukte. 4. wurde in derselben Weise hergestellt, nur wurde 
das Milchserum vor der Verwendung mittels Lauge sorgfältig neu- 
tralisiert, so daß hier die Stoffwechselprodukte ohne freie Milch- 
säure zur Wirkung kamen. 5. und 6. sollten dazu dienen, den Einfluß 
reiner Milchsäure ohne die anderen Stoffwechselprodukte beobachten zu 
können. 

Die Versuche ergaben, daß die Bakterien viel empfindlicher für 
Nährstoffmangel sind als die Hefe, denn die 4fache Verdünnung des 
Nährstoffs ließ kaum noch Keime zur Entwicklung kommen (Tabelle IT, 
Versuch 12). Ebenso empfindlich waren die Keime aber auch für die 
einzelnen Stoffwechselprodukte, denn sowohl ein Sáuregehalt von 0,33 °/o 
als auch die Hälfte der Stoffwechselprodukte ohne freie Säure hatten 
vollkommen genügt, um jegliches Wachstum von Bakterien zu verhindern 
(Tabelle II, Versuch 11 und 12). Es waren in den Kulturen mit den 
verschiedenen Stoffwechselprodukten nur in einigen ein paar Schimmel- 
pilze gewachsen. Nährstoffmangel und Giftigkeit der Stoffwechsel- 
produkte bedingen also beide eine Hemmung des Kolonienwachstums 
auf den Zählplatten. 

Ein mit den Bakterien der Ackererde angestellter Versuch ergab 
in bezug auf Unterdrückung der Keime in den dichtbesáten Platten 
ähnliche Resultate wie die Milchkulturen. 
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Die Verdiinnungsmethode bei dieser Versuchsreihe war folgende: 
Etwa 20 g Erde werden in 400 ccm ster. H:O gebracht, davon dann 
noch dreimal je 25 ccm in andere Kolben mit je 400 cem ster. H2O über- 
tragen. Es entspricht dann 


1 ccm aus der 2. Verdünnung 3 mg Erde 
2 ^ 21282: > 6 > 5 
DES ^ e As | 9 » 5 
il ze » "E 5 lo » 
2 ” ” » 3. » : h 0 y ” 

8 - ” » 9. ” NO ” 

T ^ a AL » ligo , 5 

2 og ” ” T ” 21100 ” ” 

By wey AA aes à Jaw - x 


Wie aus der Tabelle III ersichtlich ist, trat hier ebenfalls wieder 
die Erscheinung zutage, daß in den dünn besäten Platten mehr Kolonien 
gewachsen waren als in den dicht besáten. Hier treten bei einer An- 
zahl von 300 Kolonien auf der Platte schon grófere Unterschiede in der 
Bakterienzahl von 1 g Erde auf und diese werden immer größer, je 
dichter die Kolonien auf der Platte liegen. Auffallend war nun bei 
diesen Versuchen mit Bakterien, daf ein anderes Mal bei einer Anzahl 
von 321 Kolonien noch keine Verminderung der Kolonienzahl auf der 
Platte eintrat. Dies ist wohl darauf zurückzuführeu, daß zu verschiedenen 
Zeiten verschiedene Bakterienarten in der Erde vorherrschend sein 
werden, und daf) diese verschiedenen Arten sich einmal ganz verschieden 
rasch vermehren und auch verschieden stark Nàhrstoffe verbrauchen und 
mehr oder weniger giftige Stoffwechselprodukte bilden, die wieder auf 
die Entwicklung anderer Formen von verschiedenem Einfluf sein werden. 
Die Hoffnung, die wir anfänglich hegten, daß sich allgemein eine obere 
Grenze für die Dichte der Kolonien finden ließe, welche bei Zählver- 
suchen nicht überschritten werden dürfe, um einen möglichst hohen 
Prozentsatz der ausgesäten Keime zu Kolonien auswachsen zu lassen, 
hat sich nicht erfüllt. Denn diese Grenze liegt nach dem Vorhergesagten 
bei einem Material, das so verschiedene Bakterienarten enthält wie die 
Erde, nicht immer in derselben Höhe. Auch wird diese Grenze bei 
einem derartigen Material wohl niedriger liegen als bei einer Reinkultur, 
da hier immer nur die eigenen Stoffwechselprodukte hemmend einwirken 
können und die Bakterien gegen diese weniger empfindlicher sein dürften, 
als gegen die anderer Bakterienarten. Auch bei den Milchkulturen war 
diese Grenze, von der an eine gegenseitige Beeinflussung der Keime in 
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den Platten stattfand, nicht immer dieselbe. In Versuch 5, Tabelle II 
hatte bei einer Anzahl von 559 Kolonien schon eine bedeutende Hemmung 
der Kolonien stattgefunden, während bei Versuch 6, Tabelle II bei 
670 Kolonien auf der Platte kaum ein merklicher Unterschied gegen die 
dünner besäte Platte wahrzunehmen war. Außer der Verschiedenheit 
der Stoffwechselprodukte kommt bei einem Material, das verschiedene 
Bakterienarten enthält, auch noch das verschieden rasche Wachstum der 
einzelnen Arten in Betracht. Es werden sich die schnell wachsenden 
Formen gleich derartig entwickeln, daß sie den langsam wachsenden 
einerseits die Nährstoffe entziehen, und sie andererseits auch noch durch 
ihre Stoffwechselprodukte im Wachstum stark hemmen oder sie gar ab- 
töten. Diese Schlußfolgerung zogen wir aus Versuch 5, Tabelle III. 
Diese Kulturen wurden nach 2 Tagen gezählt und es traten da noch 
keine sehr großen Unterschiede bei verschieden stark besäten Platten 
hervor. Als dann die Kulturen nach 8 Tagen noch einmal gezählt 
wurden, ergab sich aber ein wesentlich anderes Resultat. Es zeigte 
sich, daß sich in der Zeit vom 2.—10. Tage nach der Aussaat noch um 
so mehr Keime entwickeln, je dünner die Platten besät waren. Die 
schwächste Konzentration, die von 0,1 cem, hatte noch etwa um das 
3!/,fache an Kolonienzahl zugenommen, während bei der stärksten 
Konzentration überhaupt keine mehr gewachsen waren. Demnach mußte 
sich das ganze Bild der Entwicklung bei einer Reinkultur viel gleich- 
mäßiger gestalten. Es lag deshalb auf der Hand, nun auch einmal 
einen Versuch nach dieser Richtung vorzunehmen. Hierzu verwendeten 
wir eine Reinkultur des gewöhnlichen Milchsäurebazillus aus saurer 
Milch. Wie Versuch 13, Tabelle II zeigt, war bei dieser Reinkultur 
auch eine Verminderung in den dichter besäten Platten vorhanden, aber 
lange nicht in dem Maße wie bei der Mischkultur (Versuch 8, Tabelle I). 
Dort war die Anzahl der Kolonien bei 987 Kolonien schon in demselben 
Verhältnis heruntergedrückt wie bei der Reinkultur bei einer Anzahl 
von 2112 Kolonien. 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daß von jeder Ver- 
dünnung 6 Platten gegossen wurden, um eine genauere Durchschnitts- 
zahl zu erhalten. Diese Anzahl von Platten war früher von Engberding 
in unserem Laboratorium für notwendig befunden worden. Bei sorg- 
fältiger Ausführung traten aber niemals größere Unterschiede in den 
einzelnen Platten auf. Es war nur unbedingt notwendig, die Pipette 
vor jeder weiteren Verdünnung zu sterilisieren, um die Reste der 
vorigen Verdünnung aus der Pipette zu entfernen. Die Hefekulturen 
ließen wir bei Zimmertemperatur stehen, da die Gelatine im Brutzimmer 
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flüssig geworden wäre. Nach 8 Tagen wurde dann mittels einer starken 
Lupe die Anzahl der Kolonien ermittelt. Die Bakterien-Kulturen wurden 
in das Brutzimmer gestellt und nach 10 Tagen gezählt. Nach dieser 
Zeit kamen nur in seltenen Fällen noch Keime zur Entwicklung. Alle 
diese Versuche waren aber insofern mit großen Schwierigkeiten ver- 
bunden, als man nie wußte, wie viele Keime gerade in dem Moment, 
wo die Platten gegossen werden sollten, in dem betreffenden Material, 
z. B. der Milch, vorhanden waren. Denn es handelte sich ja nicht 
darum, nur die Anzahl der Keime festzustellen, sondern eine bestimmte 
Zahl, etwa 600 oder 800 Keime, in die Platten zu bringen. Durch 
diesen Umstand war man oft genötigt, den Versuch zwei- oder dreimal 
zu wiederholen. 


Tabelle I (Hefe). 


| 
| | Hefe- Hefe- 
| Kolo- | © | Kolo- 
Verdünnung | zellen pro Verdünnung : zellen pro 
nien nien 
1 ccm 


| 1 cem 


its 


10fach verdünnte Most- 
0,1: 10000, 390 | 89000000 gelatine . . . | 2010 | 20 100 000 
0,2: 10 000 693 34 650 000 ‘| 


5fach verdünnte Most. 
0,3: 10000 | 960 | 82000000 gelatine . . . . . | 2184 | 21840000 


2,5% Alkohol. . . . | 1694 | 16980000 
5%, Alkohol . . . .| 1407 | 14070000 


bo 


. Versuch. 


0,3: 10000 | 1118 | 37100000 
0,2:10000 | 829 | 41450000 
0,1:10000 | 452 | 45.200 000 


Zo Versuch. 

Mostgelatine . . 3916 39 160 000 
10fach verdünnte Most- | 
gelatine . . 3380 33 800 000 
20fach verdünnte ose 
gelatine . . 3380 33 800 000 
Mostgelatine mit 5 d Al- 
kohol . . 3120 31 200 000 
Mostgelatine SE 7 d AL | 
kohol . . 3300 | 33 000 000 


8. Versuch. 
0,1: 1000 608 6 080 000 
1 :10 000 579 5 790 000 


5. Versuch. 9. Versuch. 


1:1000 Bee | 5622000 | Mostgelatine 1:10000 . | 1050 | 10500 000 
0,5 : 1000 3390 | 6780000 | Gelatine 


0,1: 1000 | 810 | 8100000 mit Wasser 1:10000 | 940 9 400 000 


3. Versuch. 


0,5 : 1000 1555 3 110 000 
0,1:1000 445 4 450 000 


4. Versuch. 


0,8: 10 000 2944 | 36800 000 
0,5:10000 | 2181 | 43620000 


ik, Sese. 6. Versuch 

Mostgelatine (Kontrolle) | 2197 21 370 000 
0,5: 100000 189 37 800 000 
0,1:10000 | 646 | 64600 000 ME 


Einfluß der 


Tabelle II. 


(Milchkulturen in Heyden-Agar.) 


Aussaatstärke auf das Resultat bei Bakterienzählungen. 9 


| 


| 
Kolo- Bakterien- | K aw Bakterien- 
Verdünnung SC | zahl pro Verdünnung | her zahl pro 
au er E | au er : 
1 cem Milch 
Platte | 1 com Milch | Platte | 
1. Versuch. 10. Versuch. 
1 :10000 19 120 000 0,1: 1000 | 1840 | 13400000 
0,1: 1000 15 | 150 000 0,5 : 1000 3346 | 6 692 000 
0,3: 1 000 37 123 000 1 :1000 | 5918 5 918 000 
0,5: 1000 63 126 000 
11. Versuch. 
2. Versuch. Werden it 0,66 Y 
eyden-Agar mit 0,66 %, | 
s | 4: 
O = un reiner Milehsáure?) . | | 10 000 
0,5: 1000 196 392 000 3 | | 
Heyden-Agar mit 0,33 E | 
8. Versuch. Milchsäure | 16 160 000 
0,1:1000 | 47 +70 000 Heyden-Agar mit Mitch. | 
0,2 : 1000 90 450 000 serum von 0,66 e | 
0,5 : 1000 214 428 000 Säure’). . | l 10 000 
der Heyden-Agar mit neutr. | 
1 
0,1: 1000 44 | 440 000 Milchserum 2) > | 1 10 000 
0,5: 1000 242 | 484.000 Heyden-Agar (Kontrolle) | 1041 | 10410000 
5. Versuch. 12, Versuch. 
1 :10 000 160 | 1600000 Heyden-A gar 63 630 000 
0,5: 1000 559 | 1118000 | 4fach verdünnter Heyden | 
6: Versuch. Agar = 7 70 000 
1 :10000 | 154 | 1540000 | 50 Teile Heyden- Agar | 
= : i 
0,5: 1000 | 670 | 18340000 und 50 Teile Milch- 
serum von 0,66%, | 
7. Versuch. Süuregehalt | 0 0 
1 :10000 274 | 2740000 | Heyden-Agar mit 0,33 ` | 
05: 1000 | 776 | 1552000 Milchsänre 0 0 
8. Versuch. 50 Teile Heyden - fe | 
1 :10000 352 | 3520 000 und 50 Teile neutrali- 
0,1: 1000 | 307 | 8070000 as aan 0 y 
0,5: 1000 987 | 1974000 1B, Sod 
9. Versuch. Reinkultur des gewöhnlichen Milchsäurebazillus. 
1 :10000 | 1188 | 11 830 000 1:100 000 | 354 35 400 000 
0,5: 1000 | 2764 | 5528000 1: 10000 | 2112 21 120 000 
*) Es waren nur Schimmelpilze gewachsen. 


10 Rothert, Einfluß der Aussaatstärke auf das Resultat usw. 


Tabelle III. 
(Bakterien in der Ackererde). 


Kolo- | 


| Kolo- 


E Bakterienzahl y Bakterienzahl 
nien | = nien a 
auf der 1 g Erde auf der 1 g Erde 
Platte Platte | 
4. Versuch. 
1, Versuch. 2. Verdünnung. 
4. Verdünnung. 1 com 2280 760 000 
l cem 66 | 6 600 000 2 ccm | 2773 462 000 
2 ccm Jia | 5 800 000 3 ccm 2810 312 000 
5. Versuch. 
2. Versuch. 3. Verdünnung. 
3. Verdünnung. 0,1 cem | 84 | 8400000 «` 
1 ecm 174 1 740 000 0,5 cem | 488 8 760 000 | E 
2 ccm 391 1 600 000 l ccm 798 | 7 980 000 | à 
1,5 ccm 924 6 160 000 | El 
p 2 cem 1316 6 580 000 a 
Be Versuch. 0,1 com 281 | 28100000 , g 
8. Verdünnung. 0,5 com | 786 | 14720000 | Ei 
0,1 cem 99 9 900 000 1 ccm | 960 9600000 y E 
0,5 cem 309 6 180 000 1,5 com | 1188 7550 000 | a 
1 cem 581 | 5810000 2 cem | 1889 6690000 ' 5 


Die Einwirkung organischer Stoffe auf die Nitrifikation 
und Denitrifikation im Ackerboden. 


Von Chr. Barthel. 


Mitteilung aus dem bakteriologischen Laboratorium der Zentralanstalt für landwirtschaft- 
liches Versuchswesen auf Experimentalfältet bei Stockholm. 


In meiner Arbeit über die bodenbakteriologische Methodik!) habe 
ich mich eingehend mit der sog. Remyschen Methode beschäftigt und 
auch verschiedene Modifikationen derselben vorgeschlagen. Die ent- 
schiedene Antwort auf die Frage, ob diese Methode wirklich ein vollauf 
verwendbares Werkzeug in der Hand des Forschers ist, ließ sich jedoch 
erst nach längerer Erprobung derselben in der Praxis erlangen. Zahl- 
reiche Versuche dieser Art, welche mehrere Hunderte von Analysen 
umfaßten, wurden denn auch in den Jahren 1909—1910 ausgeführt, 
hauptsächlich zu dem Zweck, die bakterielle Umwandlungsintensität in 
verschiedenen Richtungen bei verschiedenen Böden und bei einem und 
demselben Boden während verschiedener Jahreszeiten zu studieren, aber 
die Resultate aller dieser Untersuchungen waren so unbestimmt und 
undeutlich, daß ich zu der klaren Einsicht gelangt bin, daß diese ganze 
Methodik, welche sich sozusagen auf der Messung der Umsetzungs- 
intensität der Bakterien in zu dem Zweck besonders abgepaßten Lösungen 
gründet, in ihrer jetzigen Form unzulänglich ist. 

Diese Ansicht wird gegenwärtig von den meisten auf diesem Ge- 
biete beschäftigten Forschern, wie deutlich zu ersehen ist, geteilt, und 
man ist daher in der neuesten Zeit dazu übergegangen, die Umwand- 
lungsprozesse im Boden selbst zu verfolgen, indem man ganz einfach 
den Boden in geeigneten Behältern unter Aufrechterhaltung eines kon- 
stanten Feuchtigkeitsgrades aufbewahrt und nach kürzeren oder längeren 
Zwischenzeiten Proben zur chemischen Analyse entnimmt. Man geht 


1) Barthel, Bodenbakt. Untersuchungen, Centralbl. f. Bakt., IT. Abt., Bd. 25, 
1909, S. 108, 
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hierbei von dem Gedanken aus, daß die natürlichen Verhältnisse auf diese 
Weise ziemlich nahekommend nachgeahmt werden; daher kann man so ein 
ungefähres Bild davon bekommen, wie die verschiedenen im Boden vor 
sich gehenden Prozesse, wie Nitrifikation, Denitrifikation, Ammonisation, 
Stickstoffbindung usw., fortschreiten. In jedem einzelnen dieser Fälle 
mißt man natürlich nur eine Gesamtwirkung und nicht den individuellen 
Wirkungsfaktor bei irgend einer bestimmten Art oder Gruppe von Mikro- 
organismen, aber die erstgenannte Wirkung ist selbstverstündlich die- 
jenige, die die größte praktische Bedeutung hat. In dieser Richtung, 
welche ja mehr als eine allgemein bodenbiologische, als im eigentlichen 
Sinne bakteriologische Forschung zu betrachten ist, wird gegenwärtig 
am meisten gearbeitet, wenn auch außerdem manche speziellere Arbeiten 
in betreff der Verhältnisse einzelner Bodenbakterien in verschiedenerlei 
Hinsicht veröffentlicht werden. Diese letzteren Untersuchungen sind 
natürlich auch nicht weniger bedeutungsvoll. Gerade durch sie wird 
erst der feste wissenschaftliche Grund zu fortgesetzten Forschungen 
auf diesem Gebiet gelegt. Man muß indessen sehr vorsichtig sein, wenn 
es gilt, Resultate, die mit Reinkulturen iu sterilisiertem Boden erlangt 
worden sind, auf praktische Verhältnisse anzuwenden, da es sich gezeigt 
hat, daß hier die Resultate oft zu ganz anderen werden. 

Die Frage nach dem Einfluß verschiedener organischer Stoffe auf 
Nitrifikation und Denitrifikation im Ackerboden ist in der letzten Zeit 
oft lebhaft erörtert: worden und ist der Gegenstand vieler Untersuchungen 
gewesen, ohne daß sie im entferntesten als gelöst angesehen werden 
kann, und wenn ich sie in Behandlung genommen habe, so mache ich 
auch keinen anderen Anspruch als den, móglicherweise einige neue 
Wahrnehmungen gemacht zu haben, die von einer gewissen Bedeutung 
zur Gewinnung einer weitergehenden Einsicht in diese für die Um- 
setzung des Stickstoffs im Ackerboden so äußerst wichtigen Prozesse 
sein können. 

Im ersten Dezennium des jetzigen Jahrhunderts begann man, die- 
jenige Auffassung des Nitrifikationsprozesses, zu der durch Winogradskis 
epochemachenden Untersuchungen um das Jahr 1890 der Grund gelegt 
war, immer mehr zu modifizieren. Dies ist nicht so zu verstehen, als 
ob an sich der von Winogradski klargelegte Verlauf bei der Oxydation 
des Ammoniakstickstoffs zu Salpetersäure, mit Bildung von salpetriger 
Säure als Zwischenstadium, als unrichtig befunden worden wäre, denn 
diese Theorie steht auch heute noch unerschüttert da und ist nur im 
Verlaufe der Zeit noch weiter bestätigt worden, sondern es hat die Ver- 
allgemeinerung der von Winogradski erlangten Resultate inbetreff der 
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äußeren Bedingungen zur Salpeterbildung im Ackerboden in der letzten 
Zeit starken Widerspruch erfahren. 

Winogradski fand ja bei seinen in Lösungen vorgenommenen 
Versuchen, welche zum Teil gemeinsam mit Omelianski!) ausgeführt 
wurden, daß die Gegenwart selbst äußerst geringer Mengen organischer 
Stoffe schädlich auf die Salpeterbakterien einwirkte. Hieraus zog man 
alsdann den Schluß, daß auch draußen in der Natur organische Stoffe 
schädlich auf den Nitrifikationsverlauf einwirken müßten, welcher also 
erst dann in Gang käme, nachdem die organischen Stoffe vollständig 
mineralisiert wären. Dies brachte denn zugleich die Ansicht zur Geltung, 
daß die Denitrifikation, welche ja absolut die Gegenwart organischer 
Substanz erfordert, nicht parallel mit der Nitrifikation vor sich gehen 
könnte. 

Allerdings muß man bei Reinzüchtung von Nitrifikationsbakterien, 
besonders von Nitritbakterien, sorgsam die Gegenwart organischer Stoffe 
vermeiden, aber andererseits haben Müntz und Lainé?) u. a. gezeigt, 
daß die Nitrifikation auch in solchen Böden sehr gut vor sich geht, die 
recht große Mengen organischer Stoffe enthalten. Ja, Wimmer?) und 
hernach v. Bazarewski*) fanden sogar, daß organische Stoffe direkt 
günstig auf die Salpeterbildung einwirken kónnen. So konstatierte 
v. Bazarewski, daß ein Zusatz von Dextrose bis zu 1°/o in Lehm- 
boden und in Sandkulturen mit Reinzuchten von Nitrifikationsbakterien 
sehr günstig auf die Umwandlung von Ammoniumsulfat zu Salpetersäure 
wirkte. Bei Zusatz von 1°/o Dextrose und darüber entstand eine 
Hemmung der Salpeterbildung, welche der zugesetzten Zuckermenge 
entsprach. Die Nitrobakterien sterben hierbei jedoch nicht ab, sondern 
beginnen nach einiger Zeit wieder ihre Oxydationsarbeit. Auf Grund 
dieser Verhältnisse ist v. Bazarewski der Ansicht, daß die im Boden 
nur spärlich vorkommenden organischen Stoffe nicht imstande sind, 
irgend eine hemmende Einwirkung auf die Nitrifikation auszuüben, 
sondern daß sie im Gegenteil günstig einwirken. Nitrifikation und 
Denitrifikation können daher Hand in Hand gehen, wie auch Lóhnis?) 
Schon früher angegeben hat. 


) Winogradski und Omelianski, Centralbl. f. Bakt., II. Abt, Bd. 5, 
1899, S. 338. 

2) Müntz und Lainė, Compt. rend. de l'Acad. des Sciences, T. 142, 1906, 
p. 430; Annales de l'Inst. Nat. Agronomique, Ser. 2, T. 6, 1907, p. 27. 

?) Wimmer, Zeitschr. für Hyg., Bd. 48, 1904, S. 160. 

*) v. Bazarewski, Beitrüge zur Kenntnis der Nitrifikation und Denitrifikation 
im Boden, Diss. Góttingen 1906. 

5 Löhnis, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 13, 1904, S. 706. 
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Coleman!) fand in Übereinstimmung mit v. Bazarewski, daß 
ein Zusatz von geringeren Mengen Dextrose (bis zu 0,5 Biel in nicht 
sterilisiertem Boden die Nitrifikation beträchtlich beschleunigt. Diese 
günstige Einwirkung der Dextrose war, wie Coleman wahrnahm, am 
krüftigsten während der zweiten und dritten Woche nach dem Zusatz. 
Hernach nahm diese Wirkung ab und konnte sich sogar in eine ent- 
gegengesetzte verwandeln, was, nach Coleman, auf einer durch die 
Gegenwart der organischen Stoffe hervorgerufenen Denitrifikation beruht. 
Rohrzucker, Glyzerin und Milchzucker in schwacher Konzentration 
schienen sogar eine einigermaßen günstige Einwirkung auf die Salpeter- 
bildung auszuüben. Kalziumbutyrat hatte keine Einwirkung, hingegen 
Kalziumazetat eine deutlich hemmende. Pepton und Harnstoff wirkten 
auch in geringer Konzentration (0,5 und 0,75 °/o) stark hemmend. Zu 
hoher Feuchtigkeitsgehalt im Boden verwandelte den günstigen Einfluß 
der Dextrose in einen entgegengesetzten, was natürlich darauf beruhte, 
dab in diesem Fall die Denitrifikationsbakterien auf Kosten der luft- 
liebenden Salpeterbakterien begünstigt werden. Auch Koch und Pettit?) 
haben durch direkte Versuche nachgewiesen, daß ein zu großer Wasser- 
gehalt des Bodens günstig anf die Denitrifikation wirkt, indem derselbe 
die für die Oxydationsarbeit der Nitrifikationsbakterien notwendige Luft 
fernhält. Im übrigen fanden diese Forscher bei ihren Denitrifikations- 
versuchen, daß bei Zusatz mäßiger Mengen von Nitrat und Dextrose 
bei einem nicht zu hohen Wassergehalt des Bodens das Nitrat nur in 
andere, im Boden zurückbleibende Stickstoffverbindungen übergeht. 
Freier Stickstoff in Gasform entwich nicht; es handelte sich also in 
diesem Fall nicht um eine wirkliche Denitrifikation. 

Für den günstigen Einfluß geringerer Mengen organischer Stoffe 
sprechen auch die von Karpinski und Niklewski?) ausgeführten Ver- 
suche. Besonders scheinen alle die Forscher, die die Sache näher unter- 
sucht haben, darin einig zu sein, daß Humus in hohem Grade günstig 
auf die Salpeterbildung wirkt*). Dieses Verhältnis dürfte indessen 
weniger seine Ursache in der Wirkung von Humus als organischer 


1) Coleman, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 20, 1908, S. 401. 

2 Koch und Pettit, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 26, 1910, S. 335. 

5) Karpinski und Niklewski, Bull. Acad. Cracovie, Cl. des sciences math. et 
nat., 1907, p. 596. 

*) Siehe z. B. Müller und Weis, Studier over skog- og hedejord. II. Om 
salpetersyrens forekomst og dannelse i muld og mor. Det forstlige Forsegsvesen, II, 
1908, p. 257. (Studien über Wald- und Heideboden. II. Über das Vorkommen und 
die Bildung von Salpetersäure in Humus- und Moorboden. Das forstwirtschaftliche Ver- 
suchswesen, II, 1908, 8. 257.) 
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Substanz, als vielmehr in der katalytischen Einwirkung desselben auf 
bakteriologische Prozesse im Boden im allgemeinen haben. So ist ja 
bekannt, daß das stickstoffbindende Vermögen des Azotobacters in 
Gegenwart von Humusstoffen wesentlich gesteigert wird’). 

Mit Sicherheit geht aus diesen Forschungen der letzten Zeit hervor, 
daß der hemmende Einfluß der organischen Stoffe auf die Nitrifikation 
einen ganz anderen Ausdruck in Lösungen als im Boden annimmt. Die 
allgemeine Auffassung scheint also nunmehr nach der Richtung zu gehen, 
daß der Einfluß der organischen Stoffe auf die Nitrifikation, weit davon 
entfernt, schädlich zu sein, vielmehr in den meisten Fällen günstig ist, 
soweit es sich nicht um allzu große Mengen organischer Substanz handelt. 

Einige in der neueren Zeit hinzugekommene Arbeiten auf diesem 
Gebiete, nämlich diejenigen von Stevens und Withers?) und von 
Lemmermann, H. Fischer und Heinitz?), sollen bei der Zusammen- 
fassung des Berichts über unsere eigenen Versuche auf diesem Gebiete 
berührt werden, zu deren Darlegung ich jetzt úbergehe, 


Eigene Versuche. 


Der Boden, der bei allen unseren Versuchen zur Anwendung ge- 
kommen ist, war ein humusreicher Schwemmlehm (alter Seeboden) von 
Experimentalfältet. Der Boden befand sich in hoher Kultur, und, was 
von besonderer Bedeutung für unsere Versuche war, er zeigte ein 
kräftiges Nitrifikationsvermögen. Nach den bei der agrikulturchemischen 
Abteilung der Zentralanstalt ausgeführten Analysen war die chemische 
Zusammensetzung folgende (lufttrockene Proben): 


Wasser. . . un Ee miU 
Glühverlust (ander H:0) . E RTS NE 
ISR (ORO) 2 2 5 a. kl 070, 
Assimilierbarer Kalk . . . . DT à 
Aluminium- und mi its Akt, d Bed | 6,02 , 
Kali (K20) ... A LORO Se 
Phosphorsäure (P205) . . . . . . =. . . 090 , 
Stickstoff (QU. à à o o. o9» s. AB, 
Kohlensäure (COg) . . . . . 0,04 , 


Es zeigte sich, daß dieser Boden, SEENEN SE reagierte, auch 
eine kräftige Azotobactervegetation in Beijerincks Mannitlösung ergab, 


1) Krzemieniewski, Bull. Acad. Cracovie, Cl. des sciences math. et nat. 


1908, p. 976. 
2) Stevens und Withers, Centralbl. f. Bakt., IL. Abt., Bd. 27, 1910, S. 169. 


8) H. Fischer, Landw. Jahrbücher, Bd. 41, 1911, S. 755. 
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was ja auch auf seine gute Beschaffenheit vom biologischen Gesichts- 
punkte aus hindeutet. 

Da, wie zahlreiche Forscher nachgewiesen haben, ein Feuchtigkeits- 
gehalt von 16—20 °/o im Boden für die Nitrifikation der geeignetste ist, 
so hielt ich mich bei meinen Versuchen, soweit es möglich war, inner- 
halb dieser Grenzen, und im allgemeinen bewegte sich der Wassergehalt 
des Bodens bei den hernach beschriebenen Versuchen zwischen 18 
und 20 °/o. 

Der Boden wurde stets an einer und derselben Stelle im Acker, 
bis zu einer Tiefe von ungefähr 3 dm, entnommen. Zuweilen, wenn der 
Boden schwer zu behandeln und zu vermischen war, wurde etwas reiner 
Sand zugesetzt. 

Der Boden wurde beim ersten Versuch gesiebt und mit 1/4 Sand 
vermischt und auf fünf Partien von 5 kg verteilt, welche in Glasgefäße 
gebracht wurden, nachdem dieselben folgende, sorgsam eingemischte Zu- 
sätze erhalten hatten: 

Nitrifikationsserie: Gefäß I: 2 + (NH4)eSO4 pro kg Boden; Ge- 
faB U: 2 y (NH4)eSSO, + 10 g Stroh pro kg Boden; Gefäß III: 2 g 
(NH,)sSOx + 10 g Stroh + 10 g Pepton Witte pro kg Boden. 

Denitrifikationsserie: Gefäß IV: 0,3 g KNO; (= 40 mg Sal- 
peterstickstoff) pro kg Boden; Gefäß V: 0,3 g KNO; + 10 g Stroh pro 
kg Boden; Gefäß VI: 0,3 g KNOs + 10 e Stroh + 10 g Pepton Witte 
pro kg Boden. 

Nachdem der Boden in den Flaschen etwas festgepackt worden 
war, indem man jedes beschickte Gefäß eine bestimmte Anzahl Male 
gegen den Fußboden aufstieß, wurden die Gefäße mit Korkstöpseln ver- 
schlossen, in deren Mitte sich eine kurze Glasröhre mit Watte befand. 
Die Verdunstung war auf diese Weise, praktisch genommen, auf 0 re- 
duziert und zwar auch nach einer Aufbewahrung von mehreren Monaten, 
während gleichzeitig die Luft einen ziemlich unbehinderten Zutritt zu 
der Oberflächenschicht des Bodens hatte. Das Stroh war vor der Ein- 
mischung auf einer Handmühle eut zermahlen worden. Als leicht zer- 
setzbare organische Stickstoffquelle wurde Pepton gewählt, weil dieser 
Stoff den Eiweißstoffen sehr nahe steht. Hierbei ging ich von dem 
Gedanken aus, daß die spezifische Wirkung der organischen, stickstoff- 
haltigen Stoffe bei Anwendung reiner Eiweißstoffe oder diesen nahe- 
stehender Stoffe im vorliegenden Fall am schnellsten und deutlichsten 
zum Ausdruck kommen muß. 

Die Gefäße mit den verschiedenen Zusátzen wurden nun in einem 
zum Laboratorium gehórigen Raume aufgestellt, in welchem sieh die 
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Temperatur im Durchschnitt zwischen 15 und 18° hielt. Von Zeit zu 
Zeit wurden Proben des Bodens in den verschiedenen Gefäßen zur 
Analyse entnommen, wobei die Probeentnahme in der Weise geschah, 
daß eine Messingröhre von 2 em Durchmesser durch die ganze Boden- 
schicht bis auf den Grund hindurchgestoßen wurde, worauf man den in 
der Messingröhre festsitzenden Bodenzylinder mittels eines in die Röhre 
eingeführten Stabes hinaustrieb. Solche Bodenzylinder wurden mehrere 
an verschiedenen Stellen aus der Flasche entnommen, worauf die hier- 
durch entstandenen Löcher unmittelbar wieder gefüllt wurden, um eine 
zu starke Durchlüftung des Bodens zu verhindern. 

Die Bodenproben wurden sodann auf Wassergehalt, Salpeterstick- 
stoff, sowie in gewissen Fällen auch auf Pentosane untersucht. Da- 
neben wurde die Reaktion auf Pepton (Biuretreaktion) vorgenommen. 

Der Salpeterstickstoff wurde mittels der von Reitmair für Boden- 
untersuchungen vorgeschlagenen, von Grandval und Lajoux zuerst 
bei Wasseranalysen angewandten, kolorimetrischen Methode bestimmt, 
welche auf folgendem Prinzip beruht: Bei Behandlung von Nitraten mit 
Phenolschwefelsäure im Überschuß bildet sich Pikrinsäure, welche bei 
Zusatz von Wasser und Ammoniak ein sehr stark gelb gefärbtes Am- 
moniumsalz gibt. Nitrite geben diese Reaktion nicht. Man vergleicht 
nun ein auf die oben genannte Weise behandeltes Bodenextrakt mit 
einer empirisch festgestellten Skala. Bei meinen Untersuchungen be- 
nutzte ich in Übereinstimmung mit Söderbaum ein Gallenkampsches 
Kolorimeter. Die näheren Einzelheiten dieser Methode finden sich 
übrigens in meiner oben angeführten Arbeit angegeben. Der Wasser- 
gehalt des Bodens wurde stets zugleich mit dem Gehalt an Salpeter- 
stickstoff bestimmt, und dieser letztere ist im folgenden überall in 
Milligramm pro Kilogramm wasserfreien Bodens berechnet. Der Pentosan- 
gehalt wurde nach der gewöhnlichen, von Tollens und Krüger aus- 
gearbeiteten Methode durch Destillation mit Salzsäure von dem spezi- 
fischen Gewicht 1,06 und Fällung mit Phlorogluzin bestimmt. 

Die Resultate der Versuchsserie gehen aus Tabelle I hervor. 

Die Peptonreaktion war in den Gefäßen mit Peptonzusatz nach 
8 Tagen negativ. 

Betrachten wir zunächst die Nitrifikationsserie, so finden wir, daß 
der Gehalt an Salpeterstickstoff in dem Boden mit (NH:;)2SO4 während 
des Verlaufs von 2 Monaten schnell steigt, sich alsdann im großen 
ganzen auf derselben Höhe konstant hält, um nach 4 Monaten wieder- 
um zu sinken. Eigentümlich ist indessen, daß während dieses Steigens 
ein plötzlicher Niedergang (nach 56 Tagen) eintrifft, welches auch das 

Zeitschr. f. Gärungsphysiologie. Bd. IV. 9 


18 Chr. Barthel, 


Verhältnis bei den übrigen Nitrifikationsgefäßen ist. Dieser plötzliche 
Niedergang des Salpetergehalts ist mir völlig unerklärlich; derselbe ist 
aber hernach auch bei einigen der folgenden Versuchsserien vorgekommen. 


Tabelle I. 


Gefäß- Anzahl der Tage 


0 | 15 | 30 | 42 | 56 | 70 | 88 | 108 | 117 
| ^ 


a) Nitrifikation. 
I | mg Salp.-N pro kg | 2,2 848 |1447 | 193,4 | 14,4 | 338,8 | 999,6 | 339,7 | 193,1 


ir [| ms Salp-N pro kg | — | 0,7 | 382 |121,0| 7,3 293,1 | 269,3 | 967,1 | 170,4 
|| Pentosane °% . . | 4,21 | 4,38 | 3,88 | 8,80 | 3,07 | 2,68 | 484 | — | — 
| | 
ur || ms Salo-N pro kg | — | — | 09 | 24 | 17 4,3 | 98,3 |219,9 | 294,5 
|| Pentosane %, . . | 4,97 | 3,58 | 4,05 | 3,66 | 8,69 | 802 | 842 | — | — 


b) Denitrifikation. 
IV | mg Salp.-N pro kg | 48,8 | 73,1 | 36,8 | 51,0 | 71,8 | 63,0 | 122,2 | 59,6 | 49,8 


| 
(| mg Salp.-N prokg | — 09 | 0,7 | 07 | 15 | 00 | 1,2 | 09 | 0,5 


V || Pentosane Y, . . | 5,23 | 480 | 3,88 | 2,98 | — | 3,56 T E 
vi || DÉ Salp.-N pro kg | — | — | 12 | 05 | 1,0 | 07 | 1,5 | 415 | 97,5 
Pentosane %, . . | 5,07 | 4,16 | 3,95 | 2,60 | 3,72 | 2,75 | 888 | — | — 


Wir ersehen indessen aus der Salpeterbildung in Gefäß I, daß der 
Versuchsboden ein hohes Nitrifikationsvermögen besitzt. Nach einigen 
Monaten beginnt der gebildete Salpeter wieder zu verschwinden, mag 
dies nun auf Grund von Denitrifikation oder auf Grund von Assimilation 
durch Bakterien, Algen und andere Mikroorganismen geschehen. 

In Gefäß II, welches einen Zusatz von Stroh erhalten hat, wird, 
wie aus der Tabelle hervorgeht, die Nitrifkation recht betrüchtlieh ge- 
hemmt und erreicht nie dieselbe Höhe wie in Gefäß I. Im übrigen ist 
der Verlauf wesentlich derselbe in Gefäß II wie in Gefäß I. 

In Gefäß III, welches außer Stroh noch einen Zusatz von 1°/o 
Pepton erhalten hat, ist der hemmende Einflub der organischen Stoffe 
auf den Nitrifikationsverlauf sehr kräftig, natürlich gerade auf Grund 
des Peptonzusatzes. Hier beginnt sogar die Nitrifikation erst nach mehr 
als 2 Monaten in Gang zu kommen, und wegen dieses Verhältnisses 
läßt sich bei diesem Gefäß das erreichte Maximum der Nitrifikation nicht 
konstatieren, da ja der Salpetergehalt beim Abbrechen des Versuchs sich 
noch in stetigem Steigen befindet. 
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Was den Pentosangehalt des Bodens angeht, so kann man auf 
Grund der erhaltenen Zahlen keinerlei Schlüsse ziehen. Die Schwan- 
kungen, die bei den verschiedenen Probeentnahmen zu konstatieren sind, 
gehen ja nach verschiedenen Richtungen. Die Methode an sich ist auch 
nicht so genau, daß man mit Sicherheit geringere Differenzen bei einem 
so niedrigen Pentosangehalt wie dem in Frage stehenden feststellen 
könnte. 

Was die Denitrifikationsserie betrifft, so finden wir, daß in dem 
Kontrollgefäß (IV) der Salpetergehalt bei den verschiedenen Probe- 
entnahmen etwas schwankt, aber irgendwelche beträchtliche Denitri- 
fikation tritt während der Versuchszeit nicht ein. Dagegen ist eine 
bedeutende Steigerung des Gehalts an Salpeterstickstoff nach 88 Tagen 
zu konstatieren. Nach 103 Tagen ist indessen der Salpetergehalt wie- 
derum normal. 

Der Strohzusatz hat, wie aus den Zahlen für Gefäß V hervorgeht, 
einen sehr beschleunigenden Einfluß auf die Denitrifikation ausgeübt, 
während Stroh + Pepton (Gefäß VI) ebenfalls auf dieselbe Weise ge- 
wirkt hat, obgleich hier die Nitrifikation gegen Schluß der Versuchs- 
periode wiederum kräftig in Gang kommt. Die Ursache dieses Unter- 
schiedes dürfte wohl die sein, daß nach der durch den Strohzusatz her- 
vorgerufenen Denitrifikation eine hinreichende Menge leicht nitrifizier- 
baren Stickstoffs sich nicht vorfindet. Ist indessen Pepton nebst Stroh 
vorhanden, so beginnt, nachdem das Pepton mineralisiert ist, eine 
kräftige Nitrifikation auf Kosten des bei der Zersetzung des Peptons 
gebildeten Ammoniakstickstoffs. 

Allerdings liegen keine völlig positiven Beweise dafür vor, daß in 
der Denitrifikationsserie wirklich eine direkte Denitrifikation in den 
Gefäßen V und VI vor sich gegangen ist. Um dies zu beweisen, hätte 
man eine vollständige Bilanz des Stickstoffs im Boden aufstellen müssen, 
um eben auch sehen zu können, ob wirklich Stickstoffverluste entstanden 
Sind oder ob vielleicht eine Salpeterassimilation vorlag. Die Verhält- 
nisse im Laboratorium ließen indessen nicht die Ausführung der großen 
Anzahl von Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahls Methode zu, die 
nötig gewesen wären, um eine solche Stickstoffbilanz für alle die ver- 
schiedenen Bodenproben aufstellen zu können. Indessen, da es bekannt 
ist, daß Stroh wegen seines hohen Pentosangehalts (das von uns an- 
gewandte Stroh enthielt 26,0°/o Pentosane) in hohem Grade die De- 
nitrifikation begünstigt, so kann man mit sehr großer Sicherheit an- 
nehmen, daß es sich wirklich um Denitrifikation und nicht um Salpeter- 
assimilation gehandelt hat, welch letztere übrigens schwerlich so schnell 
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hätte vor sich gehen können, wie es hier der Fall war. Diese Annahme 
wird noch dadurch bestätigt, daß der Pentosangehalt in der Denitri- 
fikationsserie eine deutliche Abnahme anzudeuten scheint, wenn auch 
diesen Beweise wegen des Mangels der Methode der Pentosanbestim- 
mung an Genauigkeit keine zu große Bedeutung zuzuschreiben ist. 

. Ein neuer Versuch wurde völlig in Übereinstimmung mit der vor- 
hergehenden Versuchsserie ausgeführt. Der einzige Unterschied war der, 
daß bei diesem Versuch außer gewöhnlichem, frischem Stroh auch altes 
Düngerstroh, welches ungefähr 4 Monate in der Düngermasse gelegen 
hatte, angewandt wurde. Außerdem wurde nur ein halb so großer 
Strohzusatz zum Boden genommen wie beim ersten Versuch. Der Pen- 
tosangehalt des Düngerstrohs betrug 20,60%. Die Zusätze zu den 
verschiedenen Gefäßen waren folgende: 

Nitrifikationsserie (die Zusätze sind pro kg Boden angegeben). 
Gefäß I: 2 y (NH4)eSO,. Gefäß II: 2 g (NHa)2SO04 + 5 g frisches Stroh. 
Gefäß III: 2 g (NHi)2804 + 5 g frisches Stroh +- 10 g Pepton. Gefäß IV: 
2 (NH4)2S0s + 5g Düngerstroh. Gefäß V: 2 g (NH2SO0O4 + 5 e 
Düngerstroh + 10 g Pepton. 

Denitrifikationsserie. Gefäß VI: 0,3 g KNO; (= 40 mg Sal- 
peterstickstoff). Gefäß VII: 0,3 g KNOs + 5 g frisches Stroh. Gefäß VIII: 
0,3 g KNO; + 5 g frisches Stroh + 10 g Pepton. Gefäß IX: 0,3 g 
KNO; + 5g Düngerstroh. Gefäß X: 0,3 g KNO; + 5 g Düngerstroh 
-|- 10 g Pepton. 

Der Pentosangehalt wurde in dieser Versuchsserie nicht bestimmt, 
da hier jà nur eine halb so grobe Menge Stroh zur Anwendung kam 
wie beim vorhergehenden Versuch und die Resultate der Pentosan- 
bestimmungen also notwendigerweise hier noch unsicherer gewesen 
würen als bei Versuch I. 

Die Resultate der Versuchsserie gehen aus Tabelle II hervor. 

Auch in dieser zweiten Versuchsserie ist der Boden in Gefäß I 
((NH4)s SO, allein) sehr schnell nitrifiziert worden, wenn die Nitrifikation 
hier auch niemals dieselbe Hóhe erreicht wie beim ersten Versuch. 

Stroh allein hat hier, sicherlich auf Grund des geringen Zusatzes, 
keine deutliche Einwirkung auf die Salpeterbildung ausgeübt. Möglicher- 
weise hat das frische Stroh eine etwas hemmende Einwirkung gehabt. 
Stroh + Pepton hingegen zeigt hier, wie bei dem vorhergehenden 
Versuch, einen kräftig hemmenden Einfluß (beginnend mit einer deut- 
lichen Denitrifikation), welcher sich am stärksten in Gefäß V (Dünger- 
stroh + Pepton) bemerkbar macht, in welcher die Hemmung die ganze 
Versuchszeit hindurch andauert. 
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Tabelle II. 
mg Salpeterstickstoff pro kg Boden. 


. Gefäß- Anzahl der Tage 


N Zusatz pro kg Boden - S E 
i 0 | 8 | 13 | 292| 85 | 50 | 65 | es 
a) Nitrifikation. 
I |2g(NH,,SO, . . | 51 | 55,3 | 160,0 | 185,4 | 232,5 | 227,2 | 184,5 | 208,0 
IT | 2g (NH,,S0, - 5 g 


frisches Stroh. . | 5,0 | 40,8 | 68,9 137,0. 92,8 | 205,2 | 185,5 | 161,7 


I 2 g (NH,),SO, +5 g 
frisches Stroh + 


10g Pepton . . | 05 | 16| 18, 05, 1,6| 18,2| 93,6 | 185,4 
IV | 2g(NH,),80,+5g | | 
Düngerstroh . . | 6,0 | 69,6 |183,7 | 184,0 | 231,6 | 137,3 | 209,5 | 188,0 


V |92g(NH,SO, Le | 
Düngerstroh + is | 
Pepton . . . 09 | 0,9 | 18| 09! 05| 04| 05| 05 


b) Denitrifikation. 


VI | 03g KNO, . . . | — | 641 | 686|1162| 68,5| 549| 46,2] 600 
VI | 0,3 g KNO, + 5g | 
frisches Stroh. . | — | 4,8 | 45,7| 55,8| 37,7| 228| 189| 20,8 


VIII 0,3 g KNO, + 5 g 
frisches Stroh + 
10 g Pepton . . | — | 1,4] 16| 09| 0,9] 0,7| 05] 46 


IX 0,8 g KNO, + 5 g | | 
Düngerstroh . . — | 41,4 | 465| 69,0) 41,7| 275| 282| 27,6 


x 0,3 g KNO + 5 g | | 
Düngerstroh+-10g | | 
Pepton . . . . | — | aal 32| 09| 05| 1,6| 93,7] 823,7 


Betrachten wir die Denitrifikationsserie, so bemerken wir, daß der 
geringere Strohzusatz nicht irgendwelche kräftigere Denitrifikation her- 
vorzubringen vermocht hat. Eine deutliche, wenn auch geringe, ist 
jedoch wahrnehmbar. Auch bei dieser Denitrifikationsserie hat der 
Salpetergehalt des Kontrollgefäßes einen eigentümlichen Sprung aufzu- 
weisen (nach 22 Tagen), Eine vollständige Denitrifikation ist hingegen 
in den Gefäßen mit Stroh + Pepton (Gefäß VIII und X) erreicht 
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worden. In Übereinstimmung mit Versuch I beginnt auch hier nach 
einer gewissen Zeit wieder eine kräftige Nitrifikation in diesen Gefäßen. 
Im Gegensatz zu dem Verhältnis bei der Nitrifikationsserie beeinnt in- 
dessen hier die Nitrifikation weit früher in dem Gefäß mit Düngerstroh. 

Eine dritte Versuchsserie wurde völlig in Übereinstimmung mit 
der vorhergehenden ausgeführt, aber außer Stroh und Pepton wurde bei 
diesem Versuch auch frischer und gebrannter Dünger eingemischt. Der 
Dünger wurde zuerst bei 40—50° getrocknet, worauf er gemahlen und 
gesiebt wurde. Wahrnehmbare Strohhalme waren schon vorher so sorg- 
sam wie möglich entfernt worden. 

Nitrifikationsserie. Gefäß I: 2 g (NHj)eSO, pro ke Boden. 
Gefäß II: 2g (Gast + 5 g Stroh pro ke Boden. Gefäß III: 2 e 
(NH 2804 + 5 & Stroh + 4 e Pepton (= 0,4%0) pro ke Boden. Ge- 
fäß IV: 2 g (NH1)2504 + 5 g Stroh + 30 g frischer, getrockneter Dünger 
pro kg Boden. Gefäß V: 2 e (NHi)2804 + 5 g Stroh + 30 g gebrannter, 
getrockneter Dünger pro kg Boden. Gefäß VI: 2 y (NH..SO, + 4 e 
(= 0,4%/0) Pepton pro ke Boden. Gefäß VII: 2 e (NH4)eSO, + 30 g 
frischer, getrockneter Dünger pro ke Boden. Gefäß VIII: 2 e (NH4) S04 
-+ 30 g gebrannter, getrockneter Dünger pro kg Boden. 

Denitrifikationsserie. Gefäß IX: 0,3 e KNOs pro ke Boden. 
Gefäß X: 0,3g KNO, + 5 g Stroh pro ke Boden. Gefäß XI: 0,3 e 
KNO; + 5 g Stroh + 4g Pepton pro kg Boden. Gefäß XII: 0,3 ¢ 
KNOs + 5 g Stroh + 30 g frischer, getrockneter Dünger pro kg Boden. 
Gefäß XII: 0,3 g KNO; + 5 e Stroh + 30 g gebrannter, getrockneter 
Dünger pro kg Boden. Gefäß XIV: 0,3 g KNO; + 4 e Pepton pro kg 
Boden. Gefäß XV: 0,3 y KNOs + 30 g frischer, getrockneter Dünger 
pro ke Boden. Gefäß XVI: 0,328 KNO; + 30 g gebrannter, getrock- 
neter Dúnger pro ke Boden. 

Die zugesetzten Düngermengen waren ja sehr groß, besonders 
wenn man in Betracht zieht, daß der Dünger getrocknet war, aber es 
kam hier vor allem darauf an, jedesmal einen deutlichen Ausschlag zu 
erhalten. Im übrigen war die Düngermenge bei diesem Versuch so 
bereehnet, daß die absolute Stickstoffmenge in den Gefäßen mit Pepton 
und mit Dünger dieselbe wäre. Deshalb wurde auch die Peptonmenge 
vermindert, damit nicht der Düngerzusatz allzu groß würde. Diese bei 
den Dünger- und PeptongefäBen in gleichem Maße zugesetzte Stickstoff- 
menge war — 0,542 g pro kg Boden. 

Die Resultate der Versuchsserie gehen aus Tabelle III hervor. 

Aus der Nitrifikationsserie ist zu ersehen, daß das Nitrifikations- 
vermögen des Bodens dieses Mal so groß war, daß nach 36 Tagen fast 
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aller, mit dem Ammoniumsulfat zugeführte, nitrifizierbare Stickstoff 
(= 424 me pro kg Boden) zu Salpetersäure oxydiert war. Hernach 
sinkt der Salpetergehalt etwas, um während des übrigen Teils der Ver- 
suchszeit sich konstant zu halten. 


Tabelle IIT. 
me Salpeterstickstoff pro kg Boden. 


Gefäß- Anzahl der Tage 
Zusatz pro kg Boden |. — = Br 
0| 5 |12| 19 | 29 | 86 | 43 | 50 | 57 


a) Nitrifikation. 


I| 2g (NHSO, . . | 87187,0|59,7 | 1487 | 147,0 | 414,0 | 297,0 | 296,0 | 271,0 
II | 2g (NR,,80, +5 g E 
Stroh . . . | 3,4 29,6 | 59,2 | 135,1 122,0 | 397,0 | 299,0 | 346,0 | 248,0 


UT | 2g (NB,4SO, +5 g 
Stroh--3gPepton | 29| 0,2) 2,7 17,3 123,0 | 469,0 | 396,0 | 447,0 | 847,0 
IV | 2g (NH,SSO, +5 g 
Stroh + 30 g fri- | 
scher Dünger . . | 29 0,7 0,7, 2,0 15,0 448 | 981 222,0 | 197,0 
V | 28 (NE),S0, -5g | 
Stroh -|- 30 g alter | | | 


Dünger . . . . | 29| 9,8 14,8) 61,8 123,0 294,4 | 246,0 | 273,0 | 222,0 
x 2 g (NH,),80, Jr eg 
Pepton . | 1,0! 0,5! 02| 05| 39) 29,6) 74,6 |223,0 921,0 
VII | 2g(NH,),SO, +30g | | 
frischer Dünger . | 8,6 | 12,4 49,6 86,6 172,0 | 323,0 | 222,0 924,0 | 172,0 
VUI | 2¢(NH,),S0,+-30¢ | | 
alter Dünger . . | 8,5 9,8/ 43,9 73,4 169,0 43,9 | 247,0 | 269,0 | 146,0 
b) Denitrifikation. 
IX | 63g KNO, . . . |68,1|38,9|43,6| 48,5| 72,0| 729 Dën 60,9| 48,6 
X 63,4 11,0! 9,8) 73) 19,0) 15,8! 196| 19,6| 15,8 
| | 
XI 12,2 | 4,1 14,7 | 109,9 | 486,0 | 389,0 318,0 | 293,0 | 344,0 


XII || Sodann dieselben 48| 05| 0,5| 02| 12| 05| 05| 05| 1 
xm laer wie bei derv|SL4|218| 46) 12) 20 27] 221 12| à 
XIV Nitrifikationsserie 17,0 | 0,7 24) 33,8 489,0 842,0 291,0 344,0 | 342,0 
XV 840| 12| 02| 02) 07| 10 Gel 05| 1,0 
XVI U eagal 24| 78| 96| 73| 12,2] 59| 195 
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Stroh allein zeigt keine deutlich hemmende Einwirkung, in Über- 
einstimmung mit dem, was bei Versuch II der Fall war, wo der Stroh- 
zusatz ebenso viel betrug wie jetzt. Stroh + Pepton wirkt weniger 
hemmend als Pepton allein. Stroh + frischer Dünger hat fast in gleich 
hohem Grade hemmend gewirkt wie Pepton allein, während Stroh + 
alter Dünger eine bedeutend geringere Wirkung bekundet. Die kräftigste 
Hemmung zeigt hier Pepton allein, obgleich diese Wirkung bei diesem 
Versuch schneller aufhört als in den vorhergehenden Serien, was auf 
dem geringeren Peptonzusatz (0,4°/o statt 1°/o) bei diesem Versuch 
beruht. Dünger allein, mag er frisch oder alt sein, zeigt nur 
sehr schwache Hemmung. 


In der Denitrifikationsserie ist das am meisten in die Augen 
fallende Verhältnis dieses, daß der Dünger am kräftigsten und an- 
haltendsten wirkt, während die durch das Pepton hervorgerufene De- 
nitrifikation bald aufhört und in eine äußerst kräftige Nitrifikation 
übergeht. Dies beruht sicherlich darauf, daß nach der Zersetzung 
des Kaliumnitrats in den Gefäßen mit Dünger nur der schwer zu- 
gängliche Stickstoff des Düngers zu nitrifizieren übrig ist, was 
natürlich lange Zeit in Anspruch nimmt. Der Peptonstickstoff hin- 
gegen ist alsbald nitrifizierbar, und deshalb geschieht hier die Salpeter- 
bildung schneller, besonders wenn der Peptonzusatz verhältnismäßig 
gering ist. 

Stroh allein hat hier eine deutliche Denitrifikation hervorgerufen, 
welche bedeutend kräftiger ist als bei dem vorhergehenden Versuch, 
obgleich der Strohzusatz damals derselbe war wie jetzt. Stroh + 
Dünger wirkt, wie ja zu erwarten war, in höchstem Grade günstig auf 
die Denitrifikation, und in gleicher Weise wie bei dem Versuch mit 
Düngerzusatz allein kommt hier während der 2 Monate, die der Versuch 
gedauert hat, keine Nitrifikation zustande. 


Daß einigermaßen verschiedene Resultate bei den verschiedenen 
Versuchsserien mit denselben Zusätzen, wie z. B. jetzt mit dem Stroh- 
zusatz, erlangt worden sind, oder daß die Nitrifikation des Ammonium- 
sulfats mit verschiedener Intensität bei den verschiedenen Versuchen 
vor sich geht, kann, wie sich annehmen läßt, auf Verschiedenheiten in 
der allgemeinen biologischen Beschaffenheit des Versuchsbodens in den 
verschiedenen Fällen beruhen. Die einzelnen Versuchsserien wurden ja 
auch zu verschiedenen Zeitpunkten des Jahres ausgeführt. 


Sucht man nun die bei diesen drei ersten Versuchsserien erhaltenen 
Resultate zusammenzufassen, so findet man folgendes: 
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Nitrifikation: 

1. Stroh allein wirkt nicht hemmend, es sei denn in sehr großen 
Mengen. 

2. Stroh + Pepton hemmen nicht so sehr, wie Pepton allein. 

3. Pepton hat anfangs eine sehr starke, hemmende Wirkung, 
aber hernach tritt eine kräftige Nitrifikation nicht nur des zugesetzten 
Ammoniumsulfats, sondern auch des bei der Zersetzung des Peptons 
gebildeten Ammoniaks ein. 

4. Stroh + frischer, getrockneter Dünger hemmt kräftiger 
als Stroh + alter Dünger. 

5. Getrockneter Dünger allein, mag er frisch oder alt sein, 
hat nur eine geringe hemmende Wirkung. 

Denitrifikation: 

1. Stroh allein beschleunigt in hohem Grade die Zersetzung des 
Salpeters. 

2. Stroh + Pepton wirkt auf dieselbe Weise, aber hernach tritt 
eine kräftige Nitrifikation des bei der Zersetzung des Peptons gebildeten 
Ammoniakstickstoffs ein. 

3. Pepton allein verhält sich ungefähr auf dieselbe Weise wie 
Stroh -+ Pepton, aber die Denitrifikation ist hier anfangs kräftiger. 

4. Stroh + Dünger beschleunigt in noch höherem Grade als 
Stroh allein die Zersetzung des Salpeters. Eine Nitrifikation tritt her- 
nach, so lange die Versuchszeit gedauert hat, d. h. 2 Monate hindurch, 
nicht ein. 

5. Getrockneter Dünger allein wirkt durchaus ebenso wie 
Stroh + Dünger. Frischer Dünger wirkt etwas kräftiger als alter. 


Bisher waren ja die Versuche stets so ausgeführt worden, daß man 
die Nitrifikation und die Denitrifikation jede für sich, in getrennten 
Serien, vor sich gehen ließ. Es mußte indessen offenbar von gewissem 
Interesse sein, zu erfahren, wie die Verhältnisse sich gestalten würden, 
wenn diese beiden Vorgänge dazu gelangten, gleichzeitig vor sich zu 
gehen. 

Zu dem Zweck wurde eine Versuchsserie angeordnet, bei welcher 
(NH4)S0, und KNO; zugleich zugesetzt wurden. Die Zusätze, die 
die verschiedenen Gefäße bei diesem Versuch pro kg Boden erhielten, 
waren folgende: 

Gefäß I: Kein Zusatz (Kontrolle). Gefäß II: 2 g (NH,).S0, + 
0,3 g KNOs. Gefäß III: 2 g (NH480, + 0,3 g KNO; + 5 kg Stroh. 
Gefäß IV: 2 g (NH1)2S0, + 0,3 g KNOs + 5 ke Stroh + 10 g Pepton. 
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Gefäß V: 2 e (NHi)2S0, + 0,3 g KNO; + 5 kg Stroh + 55 g getrock- 
neter, frischer Dünger. Gefäß VI: 2g (NHs)2SO. + 0,3 g KNO; + 
10 g Pepton. Gefäß VII: 22 (NHy2504 + 0,3 g KNO; + 55 g ge- 
trockneter, frischer Dünger. Gefäß VIII: 2 g (NHy)2S0, + 0,3 y KNO; 
+ 10 g Dextrose. Gefäß IX: 2 g (NH4)eS8O: 4- 06,3 g KNO; + 10 g 
Mannit. Gefäß X: 2 e (NH4)eSO; + 0,3 y KNO; + 7 y Asparagin. 
Gefäß XI: 2 g (NH:)2S04 + 0,3 e KNO; + 10 g Laktose. 

In die Versuchsreihe wurde mithin dieses Mal außer den vorhin 
angewandten Stoffen auch eine neue stickstoffhaltige organische Ver- 
bindung, nämlich Asparagin, sowie zwei Kohlehydrate, Dextrose und 
Laktose, und endlich ein höherer Alkohol, Mannit, aufgenommen. 


Die Resultate gehen aus Tabelle IV hervor. 


Aus der Tabelle ergibt sich zu allernächst, daß der Boden in 
diesem Fall, wie auch in den vorhergehenden Fällen, an sich ein kräf- 
tiges Nitrifikationsvermögen besaß. Aber außerdem lassen sich ver- 
schiedene andere interessante Verhältnisse wahrnehmen. So hat Stroh 
allein, wie auch in den vorhergehenden Versuchsserien, kaum merklich 
hemmend auf die Nitrifikation gewirkt, während Stroh + Dünger 
kräftiger hemmend als Dünger allein gewirkt haben, welcher nur eine 
unbedeutende Hemmung zeigt. Der Unterschied ist jedoch nicht son- 
derlich groß. Anderseits zeigt Pepton allein eine kräftigere Hemmung 
als Stroh + Pepton. Asparaein wirkt auf dieselbe Weise wie Pepton, 
wenn auch etwas schwächer, und schließlich zeigt sich, daß die zu- 
gesetzten Kohlehydrate anfangs kräftig hemmend auf die Nitrifikation 
wirken, wobei jedoch Laktose eine bedeutend schwächere Wirkung als 
Dextrose und Mannit ausübt. 


Im ganzen genommen, treten also hier, bei Zusatz von (NHi)sSO» 
und KNOs zugleich, ungefähr dieselben Verhältnisse zutage, wie bei den 
Nitrifikationsversuchen mit (NH:)2S04 allein. Bei dieser Versuchsserie 
machte sich dasselbe eigentümliche Verhältnis geltend, wie bei der 
ersten Versuchsserie, daß nämlich die Menge des Salpeterstickstoffs bei 
einem gewissen Zeitpunkte (nach 90 Tagen) eine sehr beträchtliche 
Senkung auf der ganzen Linie zeigt, um darnach wiederum bis zu ihrer 
früheren Höhe oder noch höher zu steigen. 

Was besonders die Einwirkung der Kohlehydrate angeht, so haben 
diese, nachdem die anfängliche Hemmung überwunden ist, nicht irgend 
welchen besonders günstigen Einfluß auf die Nitrifikation gehabt, ob- 
wohl ein solcher Einfluß, wenn er eingetreten wäre, sich während der 
langen Zeit, die der Versuch gedauert hat, leicht hätte konstatieren 
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Tabelle IV. 
mg Salpeterstickstoff pro ke Boden. 


Zusatz pro kg 
Boden 


Keiner . 


2 g (NH,),SO, + 
0,3 g KNO, 


2 g (NH,)S0, - 
0,8 g KNO, + 
5 g Stroh 


2 g (NH,480, al 
0,3 g KNO, - 
5gStroh-]-10g 
Pepton . 


2 g (NH,),S0, + 
03 g KNO, + 
5g Stroh--55¢ 
Dünger . 


2 g (NH,),S0, + 
0,3 g KNO, + 
| 10 g Pepton 


2 Eg (NH,),80, 7 
0,3 g KNO, + 
55 g Dünger . 


2 g (NH,480, + 
03g KNO, + 
10 g Dextrose 


2 g (NH,),80, + 
03 g KNO, + 
10g Mannit 


2 g (NH,),S0, + 
03 g KNO, + 
7 g Asparagin 
2 g (NH,,SO, + 


03 g KNO, + 
10 g Laktose . 


Im 49| 8,7 


74,9 | 64,9 |126,4 | 


65,5 | 35,0 | 60,7 


10,1 


1,0, 05| 0,8 


32,8 15,0 | 50,6 
15,0 
0,5 


3,5 


25,1 | 


1196,7 175,2 | 200,1 | 150,0 173,9 74,1 


Anzahl der Tage 


E 
i 
| 


mu 15,0 | ma 99,6 | 30,1 


| 
176,0 1175,6 | 198,8 | 200,0 | 198,7 | 
| | 
| 


251,0 


40,9 | 152,0 | 230,2 


08, 28 137,2 | 410,2 


| | | 
45,8 | 75,8 | 128,1 | 151,9 174,4 — 73,8 | 150,4 


NE | 
|176,4 301,6 | 408,0 


| 


63,3 15,8 126,5 148,3 |175,8 99,7 300,4 


| 
15,1 30,2 150,7 150,6 150,8 101,1 126,7 
| | 


20,1| 63,0 101,4 150,7 | 149,2 101,4 | 195,7 
| 


| 
5,0 25,1 87,0 175,4 | 249,2 325,2 | 449,1 


75,8 101,7, 76,0 50,9 | 138,1 100,0 127,2 
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lassen. Man muß indessen beachten, daß v. Bazarewski!) und Cole- 
man?) in dieser Hinsicht hervorgehoben haben, daß eine solche günstige 
Einwirkung nur bei Anwendung geringerer Mengen Kohlehydrat (Dex- 
trose) als 1°/o erzielt wird. Ein anderer Umstand ist es, daß diese 
Forscher die Einwirkung der Dextrose nur bei reiner Nitrifikation und 
nicht, wie hier, bei gleichzeitigem Zusatz von (NH1)2SO4 und KNO; zum 
Boden, studiert haben. Auf diese Sache werde ich indessen weiter 
unten zurückkommen. 

Sodann wurde eine neue Versuchsserie mit gleichzeitigem Zusatz 
von (NH4)eSO, und KNO; veranstaltet. Dieses Mal wurde nur Pepton 
und Dextrose, und zwar 1%, von jedem Stoffe, hinzugenommen. Die 
Resultate dieser Serie gehen aus Tabelle V hervor. 


Tabelle V. 
E Salpeter-N pro kg Boden. 


Gefäß- ea der Tage 
N Zusatz pro kg Boden ———— a 
5 0 "ETE | 24 | 85 | 49 | 60 
I | Keiner 9 ica 9) 45 72| 84| 12,9 145| — | 192 
II | 2g (NH,),80,+0,8 g KNO, | 19,3 | 26,5 | 108,3 | 120,9 | 144,7 | 144,0 | 193,4 
II | 2g (NH,,S0, + 03g KNO, | | | 
+10 g Dre ..... | 19) 0,0! 02! 001 0,0) 0,0| 0,0 
IV | 2g (NH),S0, + 0,3 g KNO, | 
+ 10g Dextrose . . . . 8,4 | 0,0 0,0 8,4! 38,6 | 97,4, 594 
(Fortsetzung.) 
Gefäß- Anzahl der Tage 
N Zusatz pro kg Boden : SS e 
= 69 | 76 | 83 | 90 | 97 | 108 | 110 | 195 
I | Keiner . . . . . . | 191| 885| 191| 7,2 | 285 12,0 | 33,8) 52,8 
II | 2 g (NH,),SO, + 0,3 g | | | | 


KNO,. . . . . . | 191,8 | 192,6 168,7 | 62,5 | 168,7 72,1 | 52,9 311,4 
II | 2 g (NH,480, + 0,3 g | | 
KNO, +10 g Pepton 0,0! 0,0) 0,0! 0,0) 0,0, 0,0) L7| 9,6 
IV | 2 g (NH,),SO, + 03 g | 
KNO, -1-10 g Dextrose 108,4 | 157,3 | 121,2 49,9 | 95,6 | 71,8 | 167,4 | 119,1 


*) v. Bazarewski, a. a. O. 
2) Coleman, a. a. O. 
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Etwas prinzipiell Neues geht allerdings aus diesem Versuch nicht 
hervor; er bestätigt nur die vorhergehenden Versuche. Indessen ist die 
außerordentlich langdauernde Hemmung, die das Pepton bei diesen Ver- 
such auf die Nitrifikation ausgeübt hat, sehr auffallend. Kommt doch 
diese in der Peptonflasche erst nach nahezu 4 Monaten zur Geltung! 
Der hemmende Einfluß der Dextrose ist, wie vorhin, von beträchtlich 
kürzerer Dauer. 

Ein besonderer Versuch wurde nun vorgenommen, um zu kon- 
statieren, ob die durch das Pepton verursachte Wirkung zugleich mit 
verminderten Peptondosen abnimmt. Bei diesem Versuch wurde wieder- 
um die Versuchsserie auf eine Nitrifikations- und eine Denitrifikations- 
serie verteilt. Die Peptonzusätze waren bei diesem Versuch 0,5, 1,0, 
1,5 und 3,0%. Die Resultate dieses Versuchs sind in Tabelle VI zu- 
sammengestellt. 


Tabelle VI. 
me Salpeter-N pro kg Boden. 

Gefäß- Anzahl der Tage 
N Zusatz pro kg Boden |- - ae 

E o|7|16 |24| a | ss | a4 | 52 | 58 

a) Nitrifikation. 
I | Keiner . . . . .|75|70]|150 ba 20,0| 17,0] 20,0! 19,8] 17,4 
II | 2g (NH,),S0, aoe g | | 


Pepton . . . — | 0,0 | 7,5 (12,5 | 275,0 | 274,5 | 379,0 | 404,1 | 749,3 


UI | 2g(NH,,SO, Fg | | 
Pepton . . . —|07| 07 | 09 age 361,0 | 401,1 | 501,4 


IV | 2g(NH,),S0, +15g | 


Pepten . - . or 0,5 | 0,0 | 15| 100| 201, 225 40,2 
V | 2g (NH,580, + 30g | | | | | 
Pepton EO 0,0, 0,0! 0,0) 0,0! 0,0 


b) Denitrifikation. 


VI | 603g KNO, + 5 g | | | | 
Pepton . . . — [0,0 0,0 | 1,2 | 125,0 | 275,0 | 251,3 | 275,8 | 600,8 
| | | | | | 
VII | 0,8 g KNO, +10 g | | 
Pepton . . . —|00| 0,0 | 0,0 | 170| — | 250,1 327,4 | 607,7 
| | | 
VII | 03 g KNO, +15 g M | mer. 
Pepton . . . . | —|00| 0,0 | 07, 75| 200| 20,1| 272| 503 
IX | 03 g KNO, pum | | | 
Pepton . . . — |0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0] 0,0; 00| oo! 0,0 
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Die Resultate dieser Versuchsserie sind unzweideutig und zeigen, 
daß der hemmende Einfluß des Peptons mit der zugesetzten Pepton- 
menge steigt. Die findet sowohl bei dem Nitrifikations- als auch dem 
Denitrifikationsversuch statt. Der Versuch zeigt indessen auch, daß das 
Pepton schon bei einem Zusatz von 0,5°/o hemmend wirkt. Sobald 
einmal die Nitrilikation in Gang gekommen ist, schreitet sie äußerst 
schnell fort, wofern nicht der Peptonzusatz größer ist als 1%. Bei 
1,5°/o schreitet die Nitrifikation, nachdem sie einmal in Gang gekommen 
ist, sehr langsam fort. Bei Zusatz von 3°/o Pepton trat überhaupt 
keine Nitrifikation während der (allerdings relativ kurzen) Zeit, die der 
Versuch dauerte, ein. 


Tabelle VII. 
me Salpeter-N pro ke Boden. 


Gefäß- Anzahl der Tage 
Nr Zusatz pro kg Boden |- —€—À—— — == 
i 0 | 7 | 16 | 28 | 80 | 87 | 44 | 6l 


ul fb s o 9 o ws Gei 6,9 | 78 86 | 12,0 | 19,3| 21,5| 38,5 


II | 2 g (NH,),80, + 03 g 
. . - | 25,8 | 460 | 740 | 97,2! 169,0 | 241,4 | 216,5 | 289,1 


KNO, . 


TIT | 2g (NH,480, + 0,3 g | | | 
KNO, + Pepton . . | 46| 00| 00| wl 00| 00 Lil 36 


IV | 2 g (NH,,S0, + 0,3 g | | | | 
KNO, + Asparagin . | 17,9 22,9 | 0,7 | 1,7| 58,1| 31,3 | 144,9 | 240,3 


| | 
M 2 8 (NH,)SO, F 0,3 g | | | 
KNO, + Harnstoff . | 13,8 | 32,1 | 38,6 | 48,0) 2,4 120,1 143,9 | 288,5 


VI | 2 g (NH,,SO, + 0,3 g | | 
| 


KNO, + Ammonium- | | 
aeta. . . . . . | 18,8 0,0 | 38,7 | 144,9 | 216,9 240,5 287,0 384,7 


VII | 2 g (NH,),80, + 0,3 g 
KNO, + Azetamid . | 93 0,0, 12) 7,2) 48,2 264,4 | 338,2 | 480,3 


Wenn, wie man aus den vorhergehenden Untersuchungen zu 
schließen berechtigt zu sein scheint, eine Nitrifikation in Gegenwart 
leichtléslicher organischer Stoffe erst in Gang kommen kann, wenn diese 
Stoffe völlige zersetzt sind, so müßte ja, wenn man zu einem und dem- 
selben Boden zugleich mit (NH,)sSO, verschiedene organische Stoffe 
zusetzt, die Nitrifikation um so schneller eintreten, je leichter sich die 
verschiedenen Stoffe zersetzen. 
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Um hierfür möglichst eine Bestätigung zu erhalten, wurden zwei 
Versuchsserien veranstaltet, bei denen zu dem Versuchsboden, weicher 
in allen Gefäßen eine Mischung von 2 g (NHs)2S04 und 0,3 g KNO; 
enthielt, bei den verschiedenen Gefäßen folgende Stoffe zugesetzt wurden: 
Pepton, Asparagin, Azetamid, Ammoniumazetat und Harnstoff. Die 
Mengen dieser verschiedenen Stoffe wurden in der Weise bestimmt, daß 
in jedem Gefäß ein Stickstoffgehalt zustande kam, der einer Pepton- 
menge von 1°, entsprach. Hierbei wurde der Stickstoffgehalt der ver- 
schiedenen Verbindungen nach deren resp. Formeln berechnet. 

Die Resultate dieser beiden Versuchsserien gehen aus den Tabellen 
VII und VIII hervor. 


Tabelle VIII. 
mg Salpeter-N pro kg Boden. 


= Zusatz pro kg Anzahl der Tage 

& Boden ES | . MEC : To 

5 USR 14 | 21 | 98 | 35; 42 | 49 | 56 | 63 | 70, 77 
] n XE "EE EET | >> — | == =>" 
I|Keinr . . . .| 5455 7,9| 15,8 19,7 23,6 27,7 27,6| 31,4 23,6) 31,6] — 


IT |2 g (NH,),S0, + | | | | 
0,3 g KNO, .|32,2.49,5 117,9|158,3|197,1|296,6 195,8,235,1 274,0157,2273,4 187,1 


II |2 g (NB,),SO, + 
0,3 g KNO, + | | | 
Pepton . . .| 49| 0,0 0,01 0,0) 0,0) 0,0 0,0! 0,00 0,0 83,6 5,0 11,9 


IV |2 g (NH,),80, + 
0,8 g KNO, + 


Asparagin . .|45,0 0,5| 1,0| 9,9| 35,8| 99,6 139,7179,9,396,0278,0359,2 199, 
V |2 g (NH,480, + 

0,3 E KNO, + | 

Harnstoff . .|44,834,2 51,5 79,0/237,1/357,7 296,51854,9488,5474,5514,3/239,3. 


VI|2 g (NH,,80, + 
0,3 g KNO, + | | | 
Ammonazetat . |34,7|29,8| 44,6/138,9/276,81356,8 275,8/237,6/395,9817,5/397,2/158,7 

ja | 


VII |2 g (NH,),80, + 


0,3 g KNO, + | | | | | 
Azetamid . .|15,0 0,0! 4,4) 30,0| 90,2/180,2 239,3/319,41560,8858,7478,5259,0 


Wollen wir die verschiedenen organischen Verbindungen nach ihrer 
hemmenden Einwirkung auf die Nitrifikation ordnen, so können wir sie 
in folgende Reihenfolge bringen, bei welcher also der hemmende Ein- 
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fluß stufenweise abnimmt: 1. Pepton, 2. Asparagin, 3. Azetamid, 
4. Ammoniumazetat, 5. Harnstoff. 

Diese Aufstellung, welche in gleichem Grade für beide Versuchs- 
serien eilt, zeigt ja deutlich, daß, je leichter die organischen Ver- 
bindungen zu zersetzen sind, um so schneller auch ihr hemmender Ein- 
fluß auf den Nitrifikationsprozeß vorübergeht. Da diese Stoffe außer- 
dem im Aquivalenzverháltnis nach ihrem Stickstoffgehalt zugesetzt sind, 
so dürfte der oben angegebene Vergleich derselben untereinander völlig 
berechtigt sein. 

Winogradski und Omelianski') haben ebenfalls die Stoffe, die 
sie angewandt haben, um den Einfluß verschiedener organischer Stoffe 
auf die Nitrifikation zu studieren, zu einer ähnlichen Reihe nach ab- 
nehmendem hemmenden Vermögen geordnet und erhielten dabei folgende 
Aufstellung: 1. Glykose, 2. Pepton, 3. Asparagin, 4. Glyzerin, 5. Harn- 
stoff, 6. Natriumazetat, 7. Natriumbutyrat, 8. Fleischaufguß, 9. Ammoniak. 

Obgleich diese Forscher zum Teil andere Stoffe angewandt haben 
als wir, so ist dennoch eine gewisse Übereinstimmung mit unsern Ver- 
suchsresultaten unverkennbar, was um so beachtenswerter ist, als die 
russischen Forscher mit rein mineralischen, sterilen Nährlösungen und 
Reinkulturen von Nitrifikationsbakterien gearbeitet haben, während bei 
unsern Versuchen die im Boden unter normalen Verhältnissen vor- 
kommende Mischung von Mikroorganismen zur freien Einwirkung ge- 
langte. Hinsichtlich der Einwirkung der Glykose zeigen indessen die 
russischen Versuche ein anderes Resultat als die unsrigen. 

Daß auch sehr geringe Mengen leicht zersetzbarer, organischer 
Stoffe einen deutlich hemmenden Einfluß auf den Nitrifikationsverlauf 
im Boden ausüben, dürfte wohl auf Grund der bisher beschriebenen 
Versuche außer allen Zweifel gestellt sein. Ist indessen der Zusatz 
gering, so kommt dieser hemmende Einfluß nur anfangs zum Ausdruck. 
Nach einiger Zeit gelangt die Nitrifikation zur Geltung und schreitet 
sodann intensiv fort. Wollte man also nur die Menge des Salpeter- 
stickstoffs, der beim Beginn des Versuchs, und sodann desjenigen, der 
nach einem längern Zeitverlauf vorhanden ist, bestimmen, was bisher 
das Gebräuchlichste bei Untersuchungen auf diesem Gebiet gewesen zu 
sein scheint, so entgeht diese anfängliche Hemmungsperiode ganz und 
gar der Aufmerksamkeit; unter diesen Umständen kann man dann 
natürlich den unrichtigen Schluß ziehen, daß die in Frage stehenden 
organischen Stoffe durchaus nicht hemmend eingewirkt haben. 


2 Winogradski und Omelianski, Centralbl für Bakt. II. Abt. Bd. 5, 
1899, S. 436. 
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Indessen scheint auch unzweideutig aus den oben dargelegten 
Untersuchungen hervorzugehen, daß Stalldünger, sowohl frischer als 
gebrannter, nur eine geringe hemmende Einwirkung auf die Nitrifikation 
ausübt. Die praktische Bedeutung dieses Verhältnisses ist natürlich 
eine sehr große, da es sich hier gerade um diejenigen organischen Stoffe 
handelt, die in der Praxis mit Absicht dem Ackerboden zugeführt werden. 
Die Ursache dieses Verhaltens des Düngers ist annehmbarer Weise in 
dem Umstand zu suchen, daß die in dem Dünger enthaltenen stickstoff- 
haltigen Stoffe zum erößten Teil sich in einer für die Mikroorganismen 
schwer zugänglichen Form befinden. Die geringe Hemmung, die bei 
unsern Versuchen bei dem mit Dünger versetzten Boden wahrzunehmen 
gewesen ist, dürfte dem Gehalt des Düngers an leicht zersetzbaren 
Stickstoffverbindungen zuzuschreiben sein. Die Resultate sind um so 
sicherer, als die angewandten Düngermengen sehr beträchtlich gewesen 
sind, ja vielfältig beträchtlicher, als diejenigen, von denen man annehmen 
kann, daß sie je in der Praxis angewandt werden. 

Daß andererseits der Dünger kräftig beschleunigend auf den De- 
hitrifikationsprozeB wirkt, geht ebenfalls deutlich aus unsern Versuchen 
hervor. Jedoch wäre auch hier möglicherweise die Nitrifikation auf 
Kosten der Stickstoffverbindungen des Düngers allmählich wieder in 
Gang gekommen, wenn nur die Versuchszeit lang genug ausgedehnt 
worden wäre. Versuche in dieser Richtung werden jetzt gerade vor- 
genommen. 

Daß alle die bisher geprüften organischen Stoffe, auch das am 
stärksten hemmend wirkende Pepton, sogar bei sehr großen Zusätzen 
nieht tötend auf die Nitrifikationsbakterien wirken, sondern sie nur in 
Untätigkeit halten, bis die in Frage stehenden Stoffe mineralisiert sind, 
geht ja ohne weiteres daraus hervor, daß die Nitrifikation stets früher 
oder später bei allen den ausgeführten Versuchen eintritt. 

Bei den Versuchen, die bisher mit Zusatz von Stalldünger aus- 
geführt worden sind, war ja ausschließlich gotrockneter, also „kon- 
zentrierter“ Dünger zur Anwendung gekommen. Obwohl das Trocknen 
stets bei verhältnismäßig niedriger Temperatur, 40—50°, ausgeführt 
wurde, so war doch die Möglichkeit vorhanden, daß die Vornahme des 
Trocknens in gewissem Grade die Eigenschaften des Düngers hinsicht- 
lich seiner Einwirkung auf die Nitrifikation und Denitrifikation im 
Ackerboden hat verändern können. 

Es wurde deshalb eine neue Versuchsreihe veranstaltet, bei welcher 
der Dünger so zugesetzt wurde, wie er war, in frischem Zustande und 


ohne ein vorhergehendes Eintrocknen. Das Eintrocknen war haupt- 
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sächlich zu dem Zweck geschehen, den Dünger so herzurichten, daß er 
sich leichter behandeln und gleichmäßiger in den Boden verteilen ließ. 
Der frische Dünger war in dieser Hinsicht bedeutend schwieriger zu 
behandeln, aber die Einmischung wurde so sorgfältig vorgenommen, wie 
es nur möglich war. Die bei dem Versuch in Frage stehende Dünger- 
menge machte 20 g pro kg Boden aus, was also doppelt so viel war, 
als bei reichlichster Düngung in der Praxis jemals vorkommt; natürlich 
wurde diese Menge angewandt, um einen desto sicherern Ausschlag des 
Versuchs zu erhalten. Zum Vergleich wurde auch bei dieser Versuchs- 
serie Pepton- und Dextrosezusatz, 1°/o von jedem dieser Stoffe, mit 
hinzugenommen. Der Versuch wurde in einer Nitrifikations- und einer 
Denitrifikationsserie ausgeführt. Die Resultate gehen aus Tabelle IX 


hervor. 
Tabelle IX. 


Gefäß- Anzahl der Tage 
N Zusatz pro kg Boden == — 
3 o | 8 | 17} 23| 31 | 36 | 48 
a) Nitrifikation. 

I| Keiner. . . . . . . . . | 9,8 | 49,3| 44,0| 73,0] 740| 73,0| 78,0 
m ae ONS OO eA 39,4 | 166,0 271,0 | 391,0 | 296,0 | 293,0 
I | ze (NH,),S0,-+ Pepton . . | 0,9 | 03, 10| 1,0) 07| 05) 18 
IV | 2g (NH,,SO, + Dextrose. . | 0,0 | 0,7, 05| 1,6) Lë | 27,0 | 128,0 
V | 2g (NH,SO, + Dünger . . | 3,9 35,0 | 152,0 152,0 | 352,0 | 250,0 | 252,0 

b) Denitrifikation. 
VI | 03g KNO,. . . . . . . [36,8 | 990|146,0| — | 192,0 | 123,0 | 121,0 
VII | 0,8g KNO, + Pepton . . . | 0,5 | 0,0! 07| 1,0! Lë 7,0; 28,0 
VIII | 03g KNO, + Dextrose . . 0,1 | 1,0) 10) LO 1,0! 10) 14 
IX | 083g KNO, + Dünger . . . |36,8 50,0 73,0) 740 99,0, 75,0) 75,0 


Die mit einem Zusatz von 1°/o Pepton und 1°/o Dextrose ver- 
sehenen Bodenproben haben sich auch bei dieser Versuchsserie ver- 
halten, wie es vorhin der Fall war. Was die Einwirkung des Düngers 
angeht, so ist diese in der Nitrifikationsserie, praktisch genommen, 
gleich Null. 

In der Denitrifikationsserie hat der Dünger eine deutliche De- 
nitrifikation hervorgerufen, wenn diese auch nicht so kráftig ist, wie in 
den vorhergehenden Versuchsserien, bei welchen jedoch der Dünger- 
zusatz (getrockneter Dünger) relativ bedeutend größer war. Zum Ver- 


Einwirkung organischer Stoffe auf die Nitrifikation und Denitrifikation usw. 35 


gleich Versuche mit ungetrocknetem Dünger in relativ denselben Zu- 
sätzen wie bei Zusätzen von getrocknetem Dünger auszuführen, geht 
einfach deshalb nicht an, weil der Düngerzusatz dann so beträchtlich 
sein würde, daß der Boden seinen Charakter und seine Struktur voll- 
ständig verlöre. Indessen hat der nicht getrocknete Dünger bei diesem 
letzten Versuch ganz ebenso gewirkt, wie der getrocknete, wenn auch 
in geringerem Grade, was auf dem relativ geringern Zusatz beruht. 

Bei den bisher mit Zusatz von Pepton und Dextrose ausgeführten 
Versuchen sind diese Stoffe stets in relativ großer Menge angewandt 
worden, wenigstens nicht unter 0,5°/o in bezug auf Pepton und 1°/o 
in bezug auf Dextrose. Es blieb indessen noch zu konstatieren, ob 
geringere Mengen dieser organischen Stoffe eine prinzipiell anders ge- 
artete Wirkung ausüben als die, welche bei unsern Versuchen unver- 
änderlich zum Ausdruck gekommen ist. 

Die zu diesem Zweck unternommene Versuchsserie wurde mit ge- 
trennter Nitrifikations- und Denitrifikationsserie ausgeführt. Abgesehen 
von einem Kontrollgefäß mit Ammoniumsulfatzusatz allein (2 g pro kg 
Boden wie gewöhnlich), wurde bei den folgenden Gefäßen, außer der 
oben angegebenen Menge (NH:)2S04, resp. 0,25 und 1°/o Pepton, sowie 
0,1 und 1,0% Dextrose zugesetzt. In der Denitrifikationsserie waren 
dieselben Zusätze vorhanden, wenn auch das Ammoniumsulfat natürlich 
durch KNO; in der gewöhnlichen Menge von 0,3 g pro kg Boden er- 
Setzt wurde. 

Der Resultate dieser Versuche sind in Tabelle X zusammengestellt. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, fanden die Analysen im Anfange 
des Versuchsverlaufs bei einem Zwischenraum von nur 3 Tagen statt, 
damit man die Stickstoffumsetzungen, welche natürlich besonders im 
Anfange sehr schnell vor sich gehen, so genau wie möglich verfolgen 
könnte. 

Die geringen Zusätze von organischen Stoffen (Pepton und Dex- 
trose) haben in der Nitrifikationsserie anfangs deutlich hemmend gewirkt, 
wenn auch hernach die Nitrifikation schnell fortgeschritten ist. Der 
Zusatz von 0,1%, Dextrose hat hier keineswegs einen günstigen Ein- 
fluß auf die Nitrifikation gehabt, wie bei den Versuchen v. Bazarewskis 
und Colemans, denn, abgesehen davon, daß die Nitrifikation anfangs 
gehemmt worden ist, hat die Maximalmenge des gebildeten Salpeter- 
stickstoffs in der Flasche mit 0,1°/o Dextrose nicht mehr betragen, als 
in der Kontrollflasche. In der Flasche mit 0,25°/o Pepton ist natürlich 
der Maximalgehalt an Salpeterstickstoff bedeutend höher gewesen als in 
dem KontroligefäB, was auf dem nitrifizierten Peptonstickstoff beruht. 

g* 
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Der große Zusatz (1°/o) von Pepton hat wie gewöhnlich eine lang- 
dauernde Hemmung der Nitrifikation zustande gebracht, weiche indessen, 
nachdem sie einmal in Gang gekommen ist, schnell fortschreitet, ebenso 
wie bei den vorhergehenden Versuchen. 1% Dextrose hat ebenfalls 
eine kräftige Hemmung und außerdem einen Verlust an Salpeterstickstoff, 
wahrscheinlich durch Denitrifikation, bewirkt. 


In der Denitrifikationsserie hat der Peptonzusatz wie gewóhnlich 
eine Denitrifikation hervorgebracht. Diese ist jedoch bei 0,25°/o Pepton 
eine schnell vorübergehende, während der Zusatz von 1°/o Pepton die 
Nitrifikation genau eine ebenso lange Zeit hindurch gehemmt hat, wie 
bei der Nitrifikationsserie. 0,1°/o Dextrose hat anfangs eine deutliche 
Denitrifikation zustande gebracht, auf welche indessen später eine Nitri- 
fikation folgt. Diese Nitrifikation findet offenbar auf Kosten des im 
Boden befindlichen, nitrifizierbaren Stickstoffs statt. Bei Untersuchung 
auf Ammoniakstickstoff (durch Destillation von 50 g Boden, mit MgO, 
Auffangen des überdestillierten Ammoniaks in ?/;o H2S04 und Titrieren 
der zurückgebliebenen Säure) zeigte sich auch, daß der Boden ungefähr 
55 mg Ammoniakstickstoff pro kg Boden — also mehr als hinreichendes 
Material für die in Frage stehende Salpeterbildung — enthielt. 

Der Zusatz von 1°/o Dextrose hat wie gewöhnlich eine totale 
Denitrifikation hervorgerufen. 

Die bei mehreren der vorhergehenden Versuche wahrgenommene 
eigentümliche Abnahme des Salpetergehalts nach einem gewissen Zeit- 
verlauf ist auch bei dieser Versuchsserie vorhanden, wie aus der Tabelle 
hervorgeht. Hier folgt auferdem auf diese Abnahme, welche ihren 
niedrigsten Punkt nach 95 Tagen erreicht, eine ungewöhnlich starke 
Zunahme der Nitrifikation. 

Bei dieser Versuchsserie wurden ebenfalls Bestimmungen des Am- 
moniakstickstoffs zugleich mit denen des Salpeterstickstoffs ausgeführt. 
Hierbei wurden 50 g des Bodens mit MgO destilliert und das Ammoniak 
in "/io HaSO, aufgefangen. Außerdem wurde bei jeder Untersuchung 
eine qualitative Prüfung auf Nitrit vorgenommen, um zu sehen, ob die 
Nitritbildung gleichzeitig mit der Nitratbildung in den Fällen begann, 
in denen Hemmung vorhanden gewesen ist, oder ob die Nitritbildung 
müglicherweise vor der Nitratbildung eintrat. Die hierbei angewandte 
Methode zur Prüfung auf Nitrit war die von Ilosvay v. Ilosva!) vor- 
geschlagene, bei welcher man eine essigsaure Lösung von Sulfanilsäure 


1) Ilosvay v. Ilosva, Bull. chim. (3), 2, p 317. 


38 Chr. Barthel, 
Tabelle 
Salpeter-N und Ammoniak-N sind 
ü Anzahl 
Cort Zusatz Gehalt an |- = - 
Nr. D ET o c o 7 
a) Nitri- 
f Salpeter-N | 2,7| 19,9| "Ap 1249| 1734| 173,6| 197,7 
I| (NH),80,;| Ammon-N |431,2|450,8| 383,6 | 355,6 | 305,2| 263,2| 999,6 
U| Nitrit ++ D + |b} wm] +) © 
(NE), SO, f Salpeter-N | 0,0 | 0,0!  12| 15,0| 100,0! 124,3| 250,4 
II | +025%)] Ammon-N |490,0 658,0 | 700,0, 728,0 638,4| 316,4) 428,4 
Pepton l| Nitrit . + + - | +4 : + + + 
(NH, SO, f| Salpeter-N 0,0! 0,0! 0,0) 00| oi 00] 00 
II| +1% {| Ammon.-N | 490,0 | 907,2 1484,0 | 1456,0 | 1506,4 | 1568,0 | 1590,4 
Pepton Nitrit . ++) — | — | — — = = 
| 
(NH), SO, T Salpeter-N | 0,0| 1,7| 224| 745| 125,3| 1480| 198,4 
IV +0,1% {| Ammon-N | 432,0 425,6 | 383,6 355,6) 818,6 | 294,0| 190,4 
Dextrose l| Nitrit . t+) + | + Ge) | EP ar JF 
(NH), S0, T Salpeter-N | 0,0! oo| 0,0! 00, 28) 75| 452 
M +1% || Ammon.-N |432,0 254,8) 212,8 224,0 243,6 218,4 159,6 
Dextrose | Nitrit . ++ — — | WwW) +++ 
b) Denitri- 
| Salpeter-N | 75,3) 74,9) 746| 995| 99,6) 74,2! 73,4 
VI KNO, Ammon.-N | 53,2| 560| — 252| 28,0| 88,6) 22,4 
| Nitrit . ++ +| + + dA! Bi + 
KNO, l Salpeter-N | 17,5) 1,0 124 272| 1514| 1740| 300,7 
VII | +0,25%,¡| Ammon.-N | 67,2|226,8| 260,4 285,6| 196,0. 1596| 64,4 
Pepton Nitrit . ++ E ++) +4 (+) 
KNO, (| Salpeter-N | 7,4, 0,0, 0,0) 0,0! 0,0) 0,0 0,0 
VIII} 4+1% || Ammen-N | 75,6836,0| 800,8| 952,0 | 1036,0 | 1066,8 1162,0 
Pepton l Nitrit . ++ | 
| 
KNO, Salpeter-N | 30,0! 30,0) 49,4, 49,7) 735| 73,8| 744 
IX | +01% | Ammon-N | 58,8 196| 364) 252| 280) 364) 140 
Dextrose | Nitrit . ++ ++! +4 L | + ++) ++ 
KNO, (| SalpeterN | 40 00) 00) 00 00 00| 1,0 
X| +1% {| Ammon-N | 42,0 28,0; 39,2) 280| 224| 308| 39,2 
Dextrose l| Nitrit . ++ | | 
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XI. 
ausgedrückt in mg pro ke Boden. 
der Tage 
31 38 46 53 60 67 | TS p RR 88 95 | 109 
fikation. 
198,0 250,2| 247,6| 247,2| 296,5! 271,5| 296,4| 297,3| 291,9| 198,0 | 371,9 
193,2 | 148,4) 1344, 112,00 108,6) 95,2! 86,8) 75,6| 784| 840| 784 
T T (eig) I C+) COTON GP) | GR) || ar 
248,7| 299,4 | 321,9| 349,1| 375,2, 878,6| 378,3 | 373,2 | 325,0 299,1 | 398,6 
414,4! 352,8| 316,4| 313,6| 257,6 | 244,0, 280,0| 274,4| 226,8, 299,0 | 218,4 
* +] +] + ++ + +H +4) ++ + 
0,0 | 0,0 0,0 10,0, 100,7 | 251,4 299,2| 3764) 350,8, 353,8 | 435,6 
1640,8 1666,0 | 1652,0 1484,0 | 1517,6 | 1293,6 1195,6 | 1176,0 | 1013,6 | 1008,0 | 974,4 
HR HHHH + | + + 
204,7, 251,0) 1743| 2504| 297,6| 278,7 273,5| 297,6| 273,8. 274,5 | 272,7 
178,6, 137,0) 1428 117,6 103,6) 120,4 | 1064| 812) 7001 — | 70,0 
+ +) +) +t) +S + ++ GO + 
| | 
100,2 | 150,8| 125,0| 1751| 175,1| 1505| 1500| 149,8| 150,1) 124,6 |175,1 
170,8 120,4| 924| 588, 42,00 560) 53,2| 88,6| 140 448| 28,0 
qanli aarm F SS =F iy ne ee xis 
fikation. 
qam .— 98,5! — | 1836| 98,6| 989| 984| 736| 738| 98, 
140| 28,0) 140! 56) 140| 140| 84) 140 48| 140| 11,2 
SE ebe «CE en us Go EE Een S 
| | | | 
223,6 | 347,0 | 296,6, 846,7| 348,6| 323,0 | 346,0, 347,4| 247,7| 224,1 | 274,6 
224| — | 252| 168| 25,2| 224, 16,8| 196| 252| 28,0) 224 
Ar ER =. = | GA) E Crem st Gm eee aF 
0,0 | 0,0 | 0,0 DA 7A | — 99, | 222,1 300,5| 324,8, 347,9 450,8 
1243,2 | 1159,2 1260,0 | 1220,6 | 1125,6 999,6 | 856,8 708,8 | 694,4 599,4 551,6 
N | 1 
— las RE a arar araro E UL (m CE 
497, 742| 748| 745| "744, 3758| 74,1) 78,9) 492| 178| 74,5 
168| 28,0 28,0 14,0 | 8,4 14,0, 25,2 14,0 14,0 23,4| 11,2 
a le Ar be Str Ta 1 He) + = 
0,0; 0,0! 0,0] 0,0 0,0 L2| 0,5 14) 49| 12| 0,0 
28,0 up 224| ou 33,6| 28,0 | 224 196) 15,4 504 25,2 
= -= = (+) = Per). Ge o M 
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und «-Naphthylamin benutzt. Das Reagens wird auf folgende Weise 
bereitet: 
1. 0,5 g Sulfanilsäure wird in 150 ccm verdünnter Essigsäure gelöst. 


2. 0,2 g a-Naphthylamin in fester Form wird mit 20 ccm Wasser 
gekocht. Die farblose Lösung wird von dem blauvioletten Rückstande 
abgehoben und mit 150 ccm verdünnter Essigsäure verdünnt, worauf 
beide Lösungen miteinander vermischt werden. 


Bei unseren Untersuchungen wurden 10 cem des Bodenextrakts 
genommen, das zur Salpetersäurebestimmung angewandt wurde, auf 
50 cem verdünnt und mit 2 ccm der oben erwähnten Lösung versetzt. 
In Gegenwart von Nitrit entsteht eine schöne rote Färbung, welche bei 
unsern Versuchen mit (+) bezeichnet wurde, wenn sie schwach, aber 
doch deutlich wahrnehmbar war, sowie mit + und ++, wenn die 
Färbung stärker war. 

In Tabelle XI sind die Resultate der Salpeter- und Ammoniak- 
bestimmungen, sowie die qualitativen Untersuchungen auf Nitrit zu- 
sammengestellt. 

Die in diesen Tabellen wiedergegebenen Resultate sind namentlich 
in zweierlei Hinsicht von besonders großem Interesse. Zunächst geht 
aus denselben klar und deutlich hervor, daß nach Peptonzusatz eine 
Nitrifikation erst dann in Gang kommt, wenn aller Peptonstickstoff in 
Ammoniakstickstoff umgesetzt ist. Das angewandte Wittesche Pepton 
enthielt nämlich 12°/o Stickstoff, was 1200 mg Stickstoff pro kg Boden 
bei einem Zusatz von 1%, Pepton ausmacht. Sehen wir in der Nitri- 
fikationsserie nach, wann die Nitrifikation bei diesem Peptonzusatz in Gang 
zu kommen beginnt, so finden wir, daß dies geschieht, wenn der Gehalt 
an Ammoniakstickstoff bis auf 1650—1660 me pro kg Boden gestiegen 
ist. Summieren wir den Ammoniakstickstoff, der sich aus der ganzen 
Menge an (NH4)SO: und Pepton zusammen erlangen läßt, so macht 
dies 1200 -+- 432 = 1632 mg aus (wenn der natürliche Gehalt des Bodens 
an Ammoniakstickstoff mit einbegriffen wird). Dies stimmt also so nahe, 
wie man nur wünschen kann, mit dem oben genannten Betrage überein, 
wenn Rücksicht genommen wird auf die möglichen Fehlerquellen (bei 
der Probeentnahme usw.), die hier mitspielen können. 

In unten stehendem Diagramm ist der Verlauf bei der Nitrifikation 
im Kontrollgefäß und bei 1%, Peptonzusatz graphisch dargestellt, 
während zugleich das Steigen und Fallen des Ammoniakstickstoffs durch 
eine Kurve ausgedrückt ist. Dieses Diagramm kann ja als typisch für 
die Peptonversuche angesehen werden. 
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Dasselbe Verhältnis tritt auch bei Zusatz von 0,25%, Pepton ein. 
Hier beginnt die Nitrifikation, wenn der Gehalt an Ammoniakstickstoff 
bis auf ungefähr 700 mg pro kg gestiegen ist. Der aus dem Pepton, 
dem CND SCH und dem Boden selbst mobilisierbare Vorrat an Am- 
moniakstickstoff beträgt 732 mg. 


Mg Mg 


Am.-N Salp.-N 
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Salpeter-N bei (NH,) 80, 
. Salpeter-N bei (NH; SO, + 1°, Pepton 
Ammoniak-N bei (NH), SO, + 1%, Pepton 


Diagramm, welches die Zunahme an Salpeterstickstoff und Ammoniakstickstoff in den 
Gefäßen mit (NH,),SO, allein und mit (NH,),SO, + 1%, Pepton darstellt. 


Völlig dasselbe Verhältnis findet bei den Denitrifikationsversuchen 
statt. Auch hier beginnt die Nitrifikation in den Peptongefäßen nicht 
eher, als bis alles Pepton vollständig mineralisiert ist, was bei 1% 
Peptonzusatz eintritt, wenn der Gehalt an Ammoniakstickstoff 1260 mg 
pro kg Boden beträgt. Hier läßt sich nämlich aus dem Pepton 1200 mg 
und aus dem Boden an und für sich ungefähr 55 mg, insgesammt 1255 mg 
Stickstoff gewinnen. Eine bessere Übereinstimmung kann nicht verlangt 
werden. 

Das zweite interessante Verhältnis, welches aus Tabelle XI her- 
vorgeht, ist dieses, daß die Nitrit- und die Nitratbildung stets fast 
gleichzeitig beginnen. Man möchte wohl geneigt sein, zu glauben, daß 
bei einem so hohen Gehalt an Ammoniak, wie der ist, der durch 1% 
Peptonzusatz zuwege gebracht wird, die Nitratbakterien es schwer haben 
würden, einige Wirksamkeit zu entwickeln, uud daß anfangs die Nitrit- 
bakterien eine Zeitlang das Feld allein beherrschen würden. Die Nitrit- 
reaktionen zeigen indessen mit aller wünschenswerten Deutlichkeit, daß 
die Nitrit- und die Nitratbildung nahezu gleichzeitig beginnen und daß 
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keine dieser beiden Bakteriengruppen eher eingreift, als bis die bei 
der Spaltung der komplexen Polypeptiden (des Peptons) ent- 
standenen Aminosáuren und andere stickstoffhaltige Zer- 


setzungsprodukte völlig bis zur letzten Stufe — dem Am- 
moniak — zersetzt sind. Nachdem die Nitrifikation eine Zeitlang 


kräftige in Gang gewesen ist, nimmt die Nitritreaktion an Intensität ab, 
was ja mit dem übereinstimmt, was man früher gefunden hat. 

Die Nitritreaktion dient hier auch dazu, weiterhin zu beweisen, 
daß es sich in der Denitrifikationsserie um eine wirkliche Denitrifikation 
handelt. Beim Ansetzen des Versuchs haben wir ja eine deutliche 
Nitritreaktion, welche indessen schon nach 3 Tagen zugleich mit dem 
Salpeterstickstoff gänzlich verschwunden ist, und die Reaktion bleibt 
nun aus, bis die Nitrifikation wieder in Gang kommt. Dieses zeigt, 
daß es sich hier nicht um eine nur zum Teil stattfindende Denitrifi- 
kation, d. h. zu Nitrit, handelt, sondern um eine direkte Denitrifikation 
unter Freimachung von freiem Stickstoff. 

Dieselben Verhältnisse, die, wie sich gezeigt hat, bei Peptonzusatz 
eintreten, kommen auch bei Zusatz von Dextrose zur Erscheinung. Bei 
0,1°/o Dextrose ist die Hemmung der Nitrifikation so unbedeutend, daß 
die Nitritreaktion nie verschwindet, aber bei 1°/o Dextrose beginnt die 
Nitritbildung zugleich mit der Nitratbildung. Mit allergrößter Wahr- 
scheinlichkeit beginnt auch hier die Wirksamkeit der Salpeterbakterien 
nicht eher, als bis die Zersetzungsprodukte der Dextrose, d. h. die 
organischen Säuren, selbst weiter zersetzt worden sind. Aber dies kann 
ja aus unsern Versuchen nicht hervorgehen, so wie diese bisher an- 
geordnet worden sind. Besondere Untersuchungen, zu dem Zweck, diese 
Verhältnisse zu erforschen, wurden folgendermaßen veranstaltet: Zwei 
Gefäße wurden wie gewöhnlich mit je 5 kg Boden beschickt; sodann 
wurde der Boden mit 2 ¢ (NHi)2SOs pro kg versetzt. In die eine 
Flasche wurde außerdem 1°/o Dextrose eingemischt. In regelmäßigen 
Zwischenzeiten, im allgemeinen nach 3 Tagen, wurden darauf Proben 
aus diesen Flaschen entnommen, wobei teils auf Salpeterstickstoff, teils 
auch auf Gehalt an flüchtigen Fettsäuren untersucht wurde, da ja das 
vorletzte Stadium bei der Zersetzung des Zuckers von flüchtigen Fett- 
säuren bewerkstelligt werden muß. Diese werden dann weiter zu CO» 
und Wasser oxydiert. In dem Augenblick, in dem die flüchtigen Fett- 
säuren aus dem Boden verschwinden oder, richtiger gesagt, auf die in 
dem betreffenden Boden normal vorkommende Menge hinabgehen, ist 
also die Zersetzung des Zuckers vollständig, und die Mineralisierung 
desselben vollendet. Zu dieser Bestimmung von flüchtigen Fettsäuren 
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benutzten wir die Weldesche Methode!), bei welcher die Destillation 
nach Zusatz von Phosphorsàure im Vacuum stattfindet, indem gleich- 
zeitig Wasserdampf hineingeleitet wird. Hierdurch werden die flüchtigen 
Süuren nahezu quantitativ in die Vorlage übergeführt, wührend die 
Milchsäure vollständig im Destillationskolben zurückbleibt. Außer auf 
den Gehalt an Salpeterstickstoff und an flüchtigen Fettsäuren wurde 
der Boden auf qualitativ auf Nitrit nach derselben Methode untersucht, 
die vorhin beschrieben worden ist, sowie auf Dextrose mittels Fehling- 
scher Lösung. 

Der ausgeführten Versuche waren zwei, von welchen bei dem 
einen derselbe Boden wie bei allen vorhergehenden Versuchen angewandt 
wurde, während man zu dem andern, um die Verhältnisse zu variieren, 
einen andern Boden von einem ganz andern Teile von Experimental- ` 
fältet, einen schweren Lehmboden, nahm. 

Die Versuchsresultate sind in den Tabellen XII und XIII wieder- 
gegeben. 

Obwohl beide Versuche ganz verschiedene Resultate hinsichtlich 
der Intensität der Nitrifikation und der absoluten Mengen an gebildeten 
flüchtigen Fettsäuren ergeben haben, so gehen doch die Resultate in 
durchaus derselben Richtung und zwar in der Weise, daß es sich deut- 
lich zeigt, daB in beiden Füllen die Salpeterbildung nicht eher beginnt, 
als bis die Zersetzung der Dextrose vollständige ist, d.h. als bis auch 
die flüchtigen Fettsäuren verschwunden sind. 

In beiden Versuchen ist der Zucker nach 7—8 Tagen verschwunden. 
Untersuchungen auf Milchsäure sind in der Regel nicht vorgenommen 
worden. Nur bei Versuch XIII wurde nach 23 Tagen eine qualitative 
Prüfung auf Milchsäure in der Weise veranstaltet, daß 100 g Boden 
aus Gefäß II, nachdem derselbe mit etwas Phosphorsäure versetzt 
worden war, in einem Soxhletschen Extraktionsapparat 8 Stunden lang 
mit Äther extrahiert wurde. Sobald der Äther abgedunstet war, wurde 
eine Reaktion auf Milehsáure nach Fleteher-Hopkins?) vorgenommen, 
aber mit negativem Resultat. Die möglicherweise gebildete Milchsäure 
war also bei diesem Zeitpunkt schon zersetzt. Die verschiedenen 
Stadien der Zersetzung der Dextrose im Boden genauer zu verfolgen, 
ist indessen nicht meine Absicht gewesen, sondern ich habe, wie gesagt, 


1) Siehe Barthel, Methoden zur Untersuchung von Milch und Molkereiprodukten. 


2. Auflage, Leipzig 1911, S. 276. 
2) Fletcher-Hopkins, Journ. of Physiol, Bd. 35, 1907, p. 247. Siehe außer- 


dem: Parnas, Biochem. Zeitschr., Bd. 38, 1912, S. 58. 
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nur konstatieren wollen, daß die Salpeterbildung nicht eher eintritt, als 
bis diese Zersetzung vollständig abgeschlossen ist. 

Der Boden, der zu Versuch XIII angewandt worden ist, hat offen- 
bar nicht dasselbe kräftige Nitrifikationsvermögen, wie der von uns 
vorher angewandte Boden. Wir finden weiter, daß bei der Langsamkeit, 
mit der die Nitrifikation bei Boden XIII vor sich geht, die Nitrit- 
reaktion in Gefäß II beträchtlich vor der Nitratbildung beginnt. Es 
scheint also, als ob das hier oben nachgewiesene Verhältnis, daß die 
Nitrit- und die Nitratbildung nahezu gleichzeitig beginnen, nur für 
kräftig nitrifizierende Böden Geltung habe, während bei Böden mit 
schwächerer Nitrifikationskraft die Nitritbildung der Nitratbildung vor- 
angeht. 

Nach Versuch X und XI zu urteilen, hat der Zusatz von kleinen 
Mengen Dextrose (0,1°/,) keinen günstigen Einfluß auf die Nitrifikation 
gehabt, sondern umgekehrt eine deutliche Hemmung verursacht. Noch 
eine Versuchsserie wurde indessen mit Zusatz von kleinen Mengen 
Dextrose, nämlich resp. 0,1, 0,3, 0,5°/o, veranstaltet, und hierbei wurden, 
im Gegensatz zum Vorhergehenden, Resultate erlangt, die besser mit 
den von v. Bazarewski, Coleman u. a. erhaltenen übereinstimmen. 

Diese Resultate gehen aus Tabelle XIV hervor. 


Tabelle XIV. 
us SPEM a ke Boden. 


Gefäß- VA Anzahl der lage 
Nr. pro kg Boden 0 7 | 14 | 21 | 28 | 85 | 49 | 49 | 56 
I | 2g (NHS, . .| 15 |174 (24,6 29,7 50,0 | 61,7 | 99,5 | 73,8 | 136,0 
| | | 
II | 2g (NH;80, - 1g | | | 
Dextrose . . . | — 117,4 ER 154,5 62,1 682 992 618 87,3 
| | | 
III | 2g(NH,,S0,+3g | | | | | 
Dextrose . . . | — | 3,8 | 12,4 | 34,6 | 39,8 | 61,9 | 68,4 | 99,2 | 112,0 
| | | 
IV | 2g(NH,,80, E g IT ME | 
Dextrose . . — | 0,0 | 0,1 | 0,6 | 7,5 |19,9 | 22,4 | 35,2 | 43,7 


pod set el 


Hier ist deutlich bei Zusatz von nur 0,1°/, Dextrose eine Steige- 
rung der Nitrifikation während der zweiten, dritten und vierten Woche 
eingetreten, während in der sechsten und siebenten Woche statt dessen 
ein Sinken wahrzunehmen ist. Auch Coleman?) hat hervorgehoben, 


1) Coleman, a. a. O. 
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daß die Steigerung der Nitrifikation bei Zusatz kleiner Mengen Dextrose 
sich meistens in der zweiten und dritten Woche bemerkbar macht, um 
später oft in eine Abnahme überzugehen, was auf einer eintretenden 
Denitrifikation beruht. Aber schon bei 0,3%, Dextrose tritt bei unserm 
Versuch keine Zunahme der Nitrifikation mehr ein, sondern im Gegen- 
teil eine Hemmung. Allerdings ist die Menge Salpeterstickstoff hier, 
nach 21 Tagen, um einige Millimeter höher als in dem Kontrollgefäß, 
aber diese einzige Ausnahme beruht offenbar auf einem Zufall. Bei 
0,5% Dextrose ist in Übereinstimmung mit unseren früheren Resultaten 
die Hemmung schon sehr kräftige. In einem Fall von dreien haben wir 
also die Angaben v. Bazarewskis und Colemans bestätigen können. 
Indessen ist zu beachten, daß diese beiden Forscher unter ganz anderen 
Verhältnissen gearbeitet haben als ich, nämlich insofern, als sie den 
Boden in einer sehr dünnen Schicht auf Tellern ausgebreitet hielten, 
während derselbe ja bei unsern Versuchen in tiefen Gefäßen aufbewahrt 
wurde. In dem erstern Fall wird natürlich eine bedeutend kräftigere 
Durchlüftung des Bodens bewirkt; ob sich aber auf diese Weise die 
Verhältnisse den natürlichen mehr annähern, will ich dahingestellt sein 
lassen. Daß die Durchlüftung in den Gefäßen unter allen Verhältnissen 
völlig hinreicht, um eine lebhafte Nitrifikation zu gestatten, haben wir 
ja konstatiert. 

Die Ursache dieser zuweilen eintretenden Zunahme der Nitrifikation 
bei Zusatz sehr kleiner Mengen Dextrose wird wohl schwerlich anders 
zu erklären sein, denn als eine Reizwirkung. 


Zusammenfassung. 


Die Resultate, zu denen wir bei unseren Versuchen gelangt sind, 
bestätigen in gewissen Beziehungen die Untersuchungen, die von anderen 
Forschern in betreff dieser Fragen ausgeführt worden sind; sie können 
aber andererseits auch dazu beitragen, in mancherlei Hinsicht die Auf- 
fassung von der Einwirkung der organischen Stoffe auf die Nitrifikation, 
die während der letzten Zeit geltend gewesen ist, zu modifizieren. 

Was zunächst die stickstoffhaltigen organischen Stoffe angeht, so 
fand schon Coleman, daß Pepton und Harnstoff auch in kleinen Mengen 
(0,75 ?/, Harnstoff und 0,5 % Pepton) stark hemmend auf die Nitrifi- 
kation einwirkten. 

Stevens und Withers!), welche die Wirkung von Pepton im 
Boden und in Lösung verglichen, fanden im Boden nach 28 Tagen eine 


1) Stevens und Withers, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 27, 1910, S. 169. 
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Abnahme des Salpeterstickstoffs, welche in direktem Verhältnis zu der 
zugesetzten Peptonmenge (0,8—5,0° o) stand, während nach 112 Tagen 
eine entsprechende Zunahme eingetreten war, welche mit den ge- 
steigerten Peptondosen stieg. In Omelianskis Lösung hingegen wirkte 
auch der geringste Peptonzusatz absolut hemmend, solange die Ver- 
suche währten. Bei den Bodenversuchen haben die amerikanischen 
Forscher nur die beiden oben genannten Analysen nach resp. 28 und 
112 Tagen ausgeführt, wodurch sie nicht ein so vollständiges Bild von 
dem hemmenden Einfluß des Peptons haben erhalten können, wie sich 
ein solches aus unseren Versuchen ergibt. Aus den Schlüssen, die sie 
aus ihren Untersuchungen ziehen, bei welchen auch Versuche mit Baum- 
wollsaatmehl einbegriffen waren, geht hervor, daß nach ihrer Ansicht 
im allgemeinen organische Stoffe nicht den beträchtlich hemmenden Ein- 
fluß auf die Nitrifikation haben, den man vorher hat glaublich machen 
wollen. 

Unsere eigenen Untersuchungen zeigen indessen deutlich, daß man 
die Einwirkung der stickstoffhaltigen organischen Stoffe auf die Nitri- 
fikation nach der Leichtigkeit, mit der die in denselben vorhandenen 
Verbindungen umgesetzt werden, sowie nach ihrer Löslichkeit beurteilen 
muß. Während so das leichtlösliche Pepton stets eine kräftige Hem- 
mung der Salpeterbildung bewirkt, hat der Dünger nur einen sehr un- 
bedeutenden Einfluß dieser Art, was, wie man mit größter Wahrschein- 
lichkeit annehmen kann, auf der für die Mikroorganismen verhältnis- 
mäßig schwer zugänglichen Form beruhen muß, in der die Hauptmasse 
des Stickstoffs des Düngers sich befindet. Bei den Denitrifikations- 
versuchen, bei welchen der Dünger stets kräftig denitrifizierend ge- 
wirkt hat, ist auch diejenige Salpeterbildung auf Kosten des in dem 
Dünger vorhandenen Stickstoffs, die späterhin erfolgen wird, ausge- 
blieben, solange unsere Versuche gedauert haben. Dieselbe muß jedoch 
natürlich in Gang kommen können, wenn die Stickstoffverbindungen 
des Düngers endlich hinreichend zersetzt sind. Besondere Versuche 
hierüber sind gegenwärtig auch im Gange. Was den Einfluß der leicht- 
löslichen organischen Stickstoffverbindungen auf die Nitrifikation angeht, 
so ist ja deutlich aus unseren Versuchen hervorgegangen, daß, je 
schneller die betreffende Verbindung zersetzt wird, desto schneller 
auch die von derselben verursachte Hemmung der Salpeterbildung 
vorübergeht. Bei Gegenwart leichtlöslicher organischer 
Stickstoffverbindungen kommt indessen keine Nitri- 
fikation in Gang, ehe die organischen Stoffe vollständig 
mineralisiert sind. 
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Lemmermann, Fischer und Heinitz') haben bei ihren Unter- 
suchungen über das Nitrifikationsvermögen verschiedener Böden dieses 
auch bei Zusatz von Blutmehl allein studiert. Sie fanden hierbei, daß 
die Nitrifikation parallel mit der Zersetzung des Blutmehls ging, was 
ja gegen unsere Auffassung zu streiten scheint, aber man muß in Be- 
tracht ziehen, daß die Stickstoffverbindungeu des Blutmehls sich nur 
langsam zu Ammoniak zersetzen; es ist aber sehr wahrscheinlich, daß 
bei diesem langsamen und mit Schwierigkeit vor sich gehenden Prozeß 
die Salpeterbakterien nach und nach dazu gelangen, die kleinen Mengen 
gebildeten Ammoniaks zu nitrifizieren, weil hier niemals gleichzeitig: eine 
erhebliche Menge leichtlöslicher Stickstoffverbindungen gegenwärtig ist. 

Was die leichtlöslichen, stickstofffreien organischen Verbindungen, 
wie Dextrose usw. angeht, so ergibt sich aus unseren Versuchen, daß 
auch diese, selbst in kleinen Mengen, einen deutlich hemmenden Ein- 
fluß auf die Nitrifikation haben, während sie zugleich kräftig fördernd 
auf die Denitrifikation wirken. Auch hier kommt keine Nitrifikation in 
Gang, ehe die organischen Stoffe vollständig zersetzt sind. Daß die 
Gegenwart äußerst kleiner Mengen Dextrose (0,1 °/o) zuweilen in ent- 
gegengesetzter Richtung zu wirken vermag, kann ja, wie sich wohl an- 
nehmen läßt, auf einer Reizwirkung beruhen. 

Kurz gesagt, unsere Versuche haben erwiesen, daß, wenn man in 
den letzten Jahren immer allgemeiner zu der Ansicht gekommen ist, 
daß die organischen Stoffe nicht den hemmenden Einfluß auf die Nitri- 
fikation haben, den man zuerst auf Grund der Versuche von Wino- 
gradski und Omelianski ihnen beizumessen geneigt war, dieses nur 
insofern zutrifft, als schwerlösliche organische Stoffe nur eine geringe 
oder gar keine solche Einwirkung haben, während leichtlósliche 
organische Stoffe, besonders die stickstoffhaltigen, stets schädlich ein- 
wirken, und daß tatsächlich hier eine Nitrifikation (des zugesetzten 
Ammoniumsulfats) nicht eher in Gang kommt, als bis diese Stoffe voll- 
ständig zersetzt sind. 

An den vorliegenden Untersuchungen haben sich auch die Assistenten 
E. Sandberg und N. Bengtsson beteiligt. 


1) Lemmermann, Fischer und Heintz. Versuche über Stickstoffzersetzung 
in verschiedenen Böden. Landw. Jahrbücher, Bd. 41, 1911, S. 755. 
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Will, H. und Heuß, R. Einwirkung von Estern auf Hefen und andere 
Sprofipilze. Centralbl. f. Bakt., IL. Abt., Bd. 38, 1913, S. 539. 


Die vorliegenden Mitteilungen bilden die Erweiterung und Ergänzung 
einer vorläufigen Mitteilung aus früherer Zeit!) welche damals durch die 
Veröffentlichungen von F. Ehrlich?) und P. Lindner?) veranlaßt wurde. 

Allgemein bekannt und in der einschlägigen Literatur vielfach erwähnt 
ist die Tatsache, daß unter den Gärungsprodukten neben Alkoholen und 
Säuren sich Aroma- und Bukettstoffe finden, die zum Teil auf Verbindungen 
von organischen Säuren mit Alkoholen zurückzuführen sind und als. Ester 
bezeichnet werden. Am häufigsten erwähnt wird der charakteristisch riechende 
und dadurch schon in minimalen Mengen leicht erkennbare Essigsäureäthyl- 
ester, kurz Essigester genannt, doch lagen außer gelegentlichen Beobachtungen 
und einigen Vorversuchen Wills bisher keine Untersuchungen vor, die sich 
systematisch mit den Beziehungen zwischen den verschiedenen Hefen und 
Estern befaßt hätten. 

Das Auftreten von Estern bei der natürlichen Gärung und die an- 
scheinend damit verbundenen Erscheinungen haben zu verschiedenen Ver- 
mutungen über ihre Wirksamkeit gegenüber Mikroorganismen geführt. Wie 
Alkohol und Säuren wurden auch sie teilweise als „Kampfmittel“ bezeichnet. 

Lindner?) schreibt ihnen eine stark antiseptische Wirkung gegen 
Bakterien zu und ist ferner geneigt, die seit langem bekannte, stark hem- 
mende Wirkung des Apiculatus gegenüber andern Hefearten auf Esterbildung 
durch den Apiculatus zurückzuführen): „In jüngster Zeit habe ich bei der 
Züchtung größerer Mengen von Dextrosehefen, wie z. B. Sacch. apiculatus 
und der Dextrosehefe 129 unserer Sammlung, ebenfalls die Erfahrung gemacht, 
daß diese namentlich bei reichlicher Durchlüftung und bei Gegenwart ge- 
nügend großer Dextrosemengen in der Würze eine intensive Fruchtäther- 
bildung aufweisen. Wenn man diese Hefen einfach in Bierwürze gären läßt, 
1) Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen, Bd. 35, 1912. 

2 F. Ehrlich, Biochem. Zeitschr., Bd. 36, S. 477. 
3) P. Lindner, Wochenschr. f. Brauerei, Bd. 29, 1912, S. 1. 
2) Derselbe, Wochenschr. f. Brauerei, Bd. 13, 1896, S. 552 und Mikroskopische 
Betriebskontrolle, 5. Aufl. Berlin (Parey), 1909, S. 467. 
5) Derselbe, Wochenschrift f. Brauerei, Bd. 13, 1896, S. 552. 
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ohne Lüftung, merkt man davon so gut wie gar nichts. Immerhin wird die 
von Hansen ermittelte Tatsache, daß bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Sacch. apiculatus in einer Würze, in der die stark vergärende Rasse Carls- 
berg I ausgesät war, letztere erheblich geschwächt wurde, einigermaßen ver- 
stándlich. Da die Apiculatushefe in Betrieben, die noch Kühlschiffe haben, 
häufig recht zahlreich anzutreffen ist, haben die Beobachtungen auch einige 
praktische Bedeutung. Besonders wird dies aber für die Weingärung gelten, 
denn hier in dem dextrosereichen Most ist die Apiculatushefe ein ständiger 
Gast, und man nimmt dem Wein vielleicht etwas von seinem eigenartigen 
Bukett, wenn man dem Most von vornherein gleich soviel Reinhefe zuführt, 
daß der Apiculatus gar nicht erst zur Erzeugung von Fruchtäthern gelangt!).“ 

Wäre Lindners Anschauung von der hemmenden Wirkung der durch 
Sacch. apiculatus gebildeten Ester — unter denen wahrscheinlich haupt- 
sächlich der Essigsäureäthylester in Frage kommt — richtig, dann müßte 
man annehmen, daß entweder sehr geringe Mengen des erzeugten Esters 
entwicklungshemmend auf andere Hefen einwirken, oder aber, daß die Ester- 
bildung bei der natürlichen Gärung durch den Apiculatus rasch in so hohem 
Maß zunimmt, daß die erzeugte Menge diejenige Grenze weit überschreitet, 
innerhalb welcher noch eine Vermehrung, beispielsweise von Weinhefen, 
stattfindet und der Ester selbst durch die Hefen assimiliert wird. Voraus- 
setzung ist bei dieser Annahme, daß der Apiculatus selbst gegen Ester un- 
empfindlich oder weit weniger empfindlich ist, als andere Hefen und Sproßpilze. 

Delbrück hat bezüglich der bei Gärungen gebildeten Ester im wesent- 
lichen die gleiche Anschauung, auch er faßt sie als Schutz- und Kampfmittel 
auf. Er hat seine Auffassung in sein System der natürlichen Reinzucht ein- 
gereiht, während Lindners Auffassung außerhalb dieses Systems ausge- 
sprochen war. Delbrück?) äußert sich folgendermaßen: ,Merkwürdip ist, 
daß in der Natur frei lebende Hefen, die Wein- und Fruchthefen, speziell 
estererzeugende sind. Man könnte annehmen, daß die Kulturhefen in ge- 
wissem Sinn abgeschwächte Organismen sind, sie finden schon einen Schutz 
in dem für sie von dem Züchter passend hergestellten Züchtungsmedium, 
anders die „wilden“ Hefen. Sie sind auf sich allein im Kampf ums Dasein 
angewiesen. Vielleicht bilden die Ester ein besonders kräftiges Kampfmittel“. 

Die Fragestellung bei der vorliegenden Arbeit war zunächst folgende: 
1. Wirken die Ester auf die vegetative Funktion der Hefen und anderer 


1) Anmerk. d. Red. Eine sehr kräftige Fruchtesterbildung tritt bei der Züch- 
tung von Hefen, wie Sacch. ellipsoideus u. a., in mineralischen Zuckerlösungen auf, 
wie dies z. B. aus den Tabellen in der Abhandlung von Kossowiez, Zeitschr. f. d. 
landw. Versuchswesen, Bd. 6, 1903, S. 27 hervorgeht. Vielleicht ist dieser Umstand mit 
ein Grund für die überaus langsame Entwicklung kleiner Hefenmengen in Mineralsalz- 
Zuckerlósungen mit anorganischen Stickstoffquellen. 

2 Delbrück und Schönfeld, „System der natürlichen Reinzucht“, Berlin (Parey), 
1903, S. 140. 
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Sprofipilze? a) Welche Mengen der Ester hemmen bei Zusatz zu einer für 
die Vermehrung der Versuchsorganismen günstig zusammengesetzten Nähr- 
lösung deren Entwicklung? b) Bei welchen Mengen werden die Versuchs- 
organismen unter sonst gleichen Bedingungen abgetötet? Im Verlauf dieser 
Untersuchungen ergaben sich Anzeichen dafür, daß die Ester unter Um- 
ständen eine fördernde Wirkung auf das Wachstum der Organismen ausüben, 
diese Beobachtung führte zu den weiteren Fragen: 2. Assimilieren die Ver- 
suchsorganismen die Ester? 3. Welche Vorgänge spielen sich dabei ab? 

Bei den vorliegenden Untersuchungen kamen insgesamt folgende 
23 Organismen zu Verwendung: Stamm 7 und 93 Will (Zeitschr. ges. Brau- 
wesen, Bd. 18, 1895, S. 1), Oberhefe 25 und 170 Regensburger (Centralbl. f. 
Bakt., II. Abt., Bd. 16, 1906, S. 289), Steinberg 1892 und Schloß Johannis- 
berg (Hefen der kgl. Lehr- und Versuchsanstalt zu Geisenheim a. Rh.), Wilde 
Hefe 811 Will (Zeitschr. ges. Brauwesen, Bd. 14, 1891, S. 145), Saccharomyces 
Pastorianus Hansen, Saccharomyces ellipsoideus Hansen, Willia anomala 
Hansen, Willia anomala Var. II. Steuber (Zeitschr. ges. Brauwesen, Bd. 23, 
1900, S. 3), Pichia membranaefaciens Hansen, Mykoderma decolorans Will 
(Centralbl. f. Bakt., IL Abt., Bd. 28, 1910, S. 30), Mykoderma valida Leberle 
(Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 28, 1910, S. 1), Torula 2, 3 und 15 Will 
(Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 17, 1906, S. 3), Torula 12 (ein hautbildender 
Sproßpilz, der sich unter der vorläufigen Bezeichnung „Torula 12“ in der 
Sammlung der Station befindet), Apiculatus Form 1, 3, 4 und 7 (aus der 
Sammlung der Wissenschaftlichen Station für Brauerei in München), Sachsia 
suaveolens, Weinbukettschimmel, Lindner (Mikr. Betriebskontrolle, Parey- 
Berlin, 5. Aufl., 1909, S. 365). 

Bei den einzelnen Versuchen wurden die jeweils geeignet erscheinenden 
Organismen herausgegriffen; dabei achtete man nach Möglichkeit darauf, daß 
die verschiedenen Gruppen vertreten waren. 

Zur Verwendung kamen immer nur frische, kräftige Kulturen, die vor 
der Impfung mikroskopisch auf ihre Beschaffenheit und Reinheit untersucht 
worden waren. Ihr Alter schwankte je nach Art und Vermehrungsvermögen 
zwischen zwei und vier Tagen; es ist bei den einzelnen Versuchen stets an- 
gegeben. Als Nährlösung wurde bei der einen Reihe von Versuchen eine 
11,5prozentige, sterile, gehopfte Bierwürze benützt, bei der andern Reihe 
eine schwach sauer reagierende Lösung von 1%, (NH,)SO,, 0,8% KH,PO,, 
0,3%, MgSO, und 0,05%, KCI in destilliertem Wasser. Zur Verwendung 
kamen: Essigsäureäthylester (Siedepunkt 77°) und Essigsäureamylester 
(Isoamylester, Siedepunkt 137°). Die beiden Ester wurden den Nährlösungen 
in solchen Mengen zugesetzt, daß sich folgende Konzentrationen ergaben: 
0,01. 0,03, 0,06, 0,125, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4 und 5%. Die Löslich- 
keitsgrenze des Essigesters in Würze liegt, wie durch Versuche festgestellt 
wurde, zwischen 4 und Dn, Bei Zusatz von mehr Ester entsteht in der 
Würze eine Emulsion. Daher schien es nicht nötig, Versuche mit noch 
größeren Estermengen anzusetzen. Der verwendete Amylester löst sich in 
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Würze so gut wie gar nicht, beim Schütteln bildet er eine Emulsion, nach 
längerem Stehen sammelt er sich auf der Würzeoberfläche wieder an. Um 
jedoch die Gleichartigkeit der Versuche zu wahren, wurde auch in diesem 
Falle bis zu 5°, Ester zugesetzt. Die genaue Herstellung der Konzen- 
tration geschah wie folgt: Erst wurde die für jeden Versuch berechnete 
Gesamtmenge von Würze bezw. mineralischer Lösung in große Pasteur- 
kolben gefüllt und sterilisiert. Ich stellte mir immer 3 Lösungen her: 
Reine Würze ohne Esterzusatz, Würze mit 5°, und Würze mit 1%, Ester. 
Die verschiedenen Zwischenstufen erhielt ich durch Verdünnen der beiden 
angegebenen Konzentrationen mit reiner Würze nach einfacher Berechnung. 
Nach Vorgang von J. Scheckenbach!) füllte ich meine Lösungen folgender- 
maßen ab: Auf einem neben dem Arbeitstisch stehenden Schrank wurde ein 
großer Pasteurkolben in geneigter Lage aufgestellt. Er war mittels eines 
Schlauches, an dem sich ein Quetschhahn befand, mit einer Überlaufbürette 
mit automatischer Nullpunkteinstellung verbunden. Von dieser Bürette 
war ein Schlauch durch ein in der oberen Ecke des auf dem Tisch stehenden 
Impfkastens befindliches Loch in jenen geführt. Am Ende des Schlauchs 
befand sich ein spitz ausgezogenes Glasrohr und oberhalb desselben ein 
Quetschhahn. Sämtliche Teile des Apparates waren sterilisiert worden. Die 
beiden Öffnungen des oberen Kugelansatzes der Bürette waren mit einem 
Gummi- bezw. Wattepfropfen versehen. Jeder Versuchskolben erhielt eine 
Platinöse voll als Einsaat und zwar je nach Art des Organismus Absatz oder 
Haut. Sämtliche Versuche wurden in kleinen, sterilen Erlenmeyerkölbchen, 
die mit Wattebausch verschlossen waren, angesetzt. Jeder Kolben enthielt 
50 ccm Flüssigkeit. Stets wurden Doppelversuche durchgeführt. Zum Ver- 
gleich diente jedesmal ein sogen. blinder Versuch, der also den Organismen 
nur die normale Nährlösung ohne Esterzusatz bot. Die Beobachtungen, die 
sich äußerlich auf auftretende Trübung, Gärung, Absatz- oder Hautbildung 
erstreckten, wurden, wenn nötig, täglich, sonst in größeren Zwischenräumen 
gemacht und die Ergebnisse in Tabellen eingetragen. Die Kulturen standen 
stets bei Zimmertemperatur (18—22?). Sie wurden zu Anfang und am Ende 
jedes Versuchs mikroskopisch untersucht. Bei sämtlichen Arbeiten wurden 
die Regeln der Asepsis beobachtet. Die Kolben wurden immer vor dem 
Öffnen mit 70prozentigem Alkohol gewaschen und sodann abflambiert. Die 
zum Abfüllen verwendeten Schläuche lagen ca. 12 Stunden in einer Sublimat- 
lösung 1:1000, vor Gebrauch wurden sie mit sterilem Wasser behandelt. 
Die Zählungen wurden in üblicher Weise mit der Thomaschen Zähl- 
kammer durchgeführt und in Tabellen eingetragen. Zur Impfung der Kul- 
turen diente ein Kolben mit 200 cem steriler, gehopfter Bierwürze, der einen 
Zusatz von 2—3 ccm des in frisch herangezüchteten Kulturen vorhandenen 
Absatzes der Versuchsorganismen erhielt. Nach kraftigem Schütteln wurde 
die in der Zähleinheit vorhandene Anzahl von Zellen bestimmt. Bei der 


DJ. Scheckenbach, Diss. Erlangen 1911. Vergl. auch Will und Schecken- 
bach, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 34, 1912, S. 1. 
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später durchgeführten Zählung, bei der jeder Versuchskolben von dieser 
„Impflösung“ genau 1 ccm zugefügt erhielt und die den Zweck hatte, den 
Einfluß des Esters in verschiedenen Konzentrationen auf die Vermehrung 
der Organismen festzustellen, wurde ebenfalls immer die durchschnittliche 
Anzahl von Zellen in der Zähleinheit berechnet, so daß man durch den Ver- 
gleich der Zahlen untereinander stets ein übersichtliches Bild der Vorgänge 
in den Versuchskolben erhielt. Die Zählung begann immer kurz vor Eintritt 
der Gärung und schloß am Ende derselben ab. Um dabei einerseits das 
Zusammenballen der Zellen zu vermeiden und andrerseits die Übersichtlich- 
keit der Zählkammer zu wahren, wurden die zur Zählung kommenden Proben 
nach Angabe von Hansen nach Bedarf mit Schwefelsäure (1:10) verdünnt 
und tüchtig geschüttelt. 

Die Versuche über die Einwirkung von Essigsäureäthylester auf ver- 
schiedene Hefen und andere Sproßpilze in steriler, gehopfter Bierwürze er- 
gaben folgende Resultate: 

In den niederen Konzentrationen, in denen der Ester nur in geringer 
Menge vorhanden ist, wirkt er im allgemeinen zum mindesten nicht in un- 
günstiger Weise auf die Organismen ein. Wohl in allen Fällen übte er eine, 
wenn auch manchmal nur geringe, fördernde Wirkung auf Vermehrung und 
Gärung aus. In den höheren Konzentrationen veranlaßte der Ester eine 
deutlich sichtbare Verzögerung der Vermehrung und Gärung. Beide wurden 
meist um so mehr verzögert, je größer der Esterzusatz war. Die Verzögerung 
erscheint direkt proportional der zugefügten Estermenge. Bei jedem der 
verwendeten Organismen gab es für das Wachstum Grenzwerte, die aber 
meist nicht ganz sicher zu fassen waren. Bis zu einem bestimmten Prozent- 
satz gingen immer alle Parallelkulturen an, überschritt aber der Esterzusatz 
dieses Maß, dann wurde das Angehen schwankend und hing offenbar sehr 
von der Beschaffenheit und Menge der Einsaat und von Zufälligkeiten ab. 

Damit waren die Ergebnisse der Vorversuche Wills bestätigt. 

Ordnet man die einzelnen Organismen nach ihrer Widerstandsfähigkeit 
gegen den Ester, dann ergibt sich folgende Reihenfolge: 5%: Apiculatus 
Form 1, 3, 4 und 7. — 4°/, (5): Mykoderma decolorans, Willia anomala 
Hansen. 4°/,: Steinberg 1892, Schloß Johannisberg, Torula 2, 3. — 3%, 
(4,5): Wilde Hefe 811, Sacch. Pastorianus, Sacch. ellipsoideus. — 3% (4): 
Stamm 7, 93, Oberhefe 25, 170. 

Nach der Verzögerungsdauer geordnet, erhält man folgende Reihe: 
3 Tage: Stamm 7, 93, Steinberg 1892, Schloß Johannisberg, Mykoderma 
decolorans. 4 Tage: Willia anomala Hansen. — 5 Tage: Wilde Hefe 811, 
Sacch. Pastorianus, Torula 3. — 6 Tage: Sacch. ellipsoideus, Apiculatus 
Form 1, 3, 4 und 7. — 7 Tage: Oberhefe 25, 170. 

Man ersieht hieraus, daß die hautbildenden Formen Mykoderma doco- 
lorans und Willia anomala Hansen sich sehr widerstandsfähig erwiesen haben, 
da sie reichliche Mengen des Esters vertrugen und nur wenig in ihrer Ver- 
mehrung gehemmt wurden. 
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Mit zu den widerstandsfihigsten unter den verwendeten Organismen 
gehören entschieden sämtliche 4 Apiculatushefen. 

Besondere Veränderungen in morphologischer Beziehung, die auf den 
Einfluß des Esters zurückzuführen gewesen wären, wurden nirgends be- 
obachtet. Die als typische Esterbildner bekannten Formen waren im allge- 
meinen weniger empfindlich gegen den Ester als dıe andern. 


Dagegen sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe in keiner Weise eine 
Stütze für die Annahme Lindners und Delbrücks, nach welcher den Estern 
die Bedeutung von Kampfstoffen zukommt. Denn Stoffe, die von den ver- 
schiedensten Organismen in so bedeutenden Mengen — 4°/, Ester waren 
keine Seltenheit! — ohne Schädigung ertragen werden, können schon des- 
halb keine Kampfmittel in Delbrückschem Sinn sein, weil sie bei der 
natürlichen Gärung in der Regel ja nur in sehr kleinen Mengen gebildet 
werden. Ebenso ist es nach den Versuchsergebnissen sehr unwahrscheinlich, 
daß bei dem Konkurrenzkampf zwischen Apiculatusformen und Kulturhefen 
der von ersteren erzeugte Ester — wenigstens soweit hier der Äthylester in 
Frage kommt — die Vermehrung der konkurrierenden Hefen zurückhält, wie 
Lindner annimmt. In fast allen Fällen dürfte die allgemeine Regel ihre 
Bestätigung gefunden haben, nach der geringe Mengen eines Giftes — als 
solches wirkt der Ester wenigstens in hohen Konzentrationen zweifellos — 
anregend, größere aber hemmend und schließlich tödlich wirken. 


Die Zählungen, die mit nur 6 Organismen vorgenommen wurden 
(Stamm 7 und 93, Oberhefe 25 und 170, Wilde Hefe 811 und Apiculatus 
Form 3) bestätigten die aus der Beurteilung der äußeren Erscheinungen ge- 
zogenen Schlüsse und widersprechen wieder den Annahmen Lindners und 
Delbrücks von der Kampfstoffnatur der Ester, da in manchen Fällen nicht 
nur keine Hemmung, sondern eine direkte Förderung durch den Esterzusatz 
nachgewiesen wurde. 


Bei den Versuchen über die Eignung des Essigsäureäthylesters als 
Kohlenstoffquelle für verschiedene Hefen und andere Sproßpilze in rein 
mineralischer Nährlösung kamen die 3 Tage alten, kräftigen Kulturen in eine 
stickstoffhaltige, aber absolut kohlenstofffreie, mineralische Nährlösung mit 
Esterzusatz in verschiedensten Konzentrationen, deren Zusammensetzung mit 
anderen auf die Arbeitsweise bezüglichen Hinweisen früher gegeben wurde. 
Als Vergleichsversuche dienten Kolben, die als Kohlenstoffquelle 10%, Dextrose 
enthielten; der blinde Versuch enthielt nur die mineralische Nährlösung ohne 
jeden Zusatz. Die Beobachtungszeit betrug 40 Tage, verwendet wurden 
folgende 21 Organismen: Stamm 7, 93, Oberhefe 25, 170, Sacch. Pastorianus, 
Sacch. ellipsoideus, Wilde Hefe 811, Steinberg 1892, Schloß Johannesberg, 
Mykoderma valida, Mykoderma decolorans, Willia anomala var. II Steuber, 
Willia anomala Hansen, Apiculatus Form 3, 4, Torula 2, 3, 12, 15, Pichia 
membranaefaciens, Sachsia suaveolens. Betrachtet man den Prozentsatz von 
zugefügtem Ester, bei dem die einzelnen Organismen noch angingen, als 
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Maß für ihre Anpassungs- und Widerstandsfähigkeit gegen jenen, dann er- 
hält man folgende Reihe. 5°: Torula 2, Sachsia suaveolens. — 4%, (5): Wilde 
Hefe 811, Sacch. Pastorianus, Sacch. ellipsoideus, Willia anomala var. II 
Steuber, Willia anomala Hansen, Mykoderma decolorans, Mykoderma valida, 


Pichia membranaefaciens. — 4°/,: Torula 12, 15. — 3% (4): Stamm 7, 98, 
Oberhefe 25, 170. — 3°: Steinberg 1892, Schloß Johannisberg. — 2%: 
Torula 3. — Nicht angegangen: Apiculatus Form 3 und 4. Diese Zusammen- 


stellung -- bei der die eingeklammerten Zahlen wie früher diejenigen Prozent- 
sätze angeben, bei denen das Angehen des betr. Organismus zweifelhaft und 
wechselnd war stimmt nicht immer mit der Tahelle überein, die sich am 
Schluß der Ausführungen über die Wirkung des Esters auf Organismen in 
gehopfter Bierwürze befindet. Hier, wie dort, zeigte es sich, daß verwandte 
Arten sich ab und zu gleich gegen den Ester verhalten, oft aber auch von 
ganz verschiedener Empfindlichkeit gegen ihn sind. 

Im allgemeinen hat diese Versuchsreihe sehr interessante Ergebnisse 
geliefert. Bemerkenswert überhaupt für die Schlußfolgerungen über die Aus- 
nützung des Athylesters als Kohlenstoffquelle ist die Erscheinung, daß sämt- 
liche, zum Versuch verwendete Organismen imstande waren, schon in der 
kohlenstofffreien Nährlösung allein fortzukommen. Einige wiesen darin sogar 
ein relativ bedeutendes Wachstum auf, ohne daß man dafür eine völlig be- 
friedigende Erklärung gefunden hätte. Jedenfalls hat der Versuch mit Be- 
stimmtheit ergeben, daß sämtliche verwendeten Organismen imstande waren, 
ihren Kohlenstofibedarf aus dem zugeführten Ester zu decken und sich zu 
vermehren. 

Zusammenfassend kann man sagen, daß allerdings ein Zusatz selbst 
geringer Estermengen auf die zu den Versuchen verwendeten Arten ent- 
wicklungshemmend wirkt, daß die Hemmung der Entwicklung jedoch gering 
ist und nur kurze Zeit dauert und umso rascher überwunden wird, je rascher 
sich die Zellen den neuen Verhältnissen anpassen. Dann aber nützen sie den 
Ester als Kohlenstoffquelle in ausgiebigster Weise aus. Die Menge der neu 
entstehenden Hefezellen, welche in der Stärke der Absätze und der Haut- 
bildung ihren Ausdruck fand, stand bis zu einer gewissen Grenze in direkter 
Beziehung zu den Mengen des der Nährlösung zugesetzten Esters. 

Bezüglich der Widerstandsfähigkeit und des Anpassungsvermögens der 
verschiedenen Organismen ist der allgemeine Eindruck der, daß die zur Ver- 
wendung gekommenen Kulturhefen den Ester offenbar weniger ausnützen 
können, als die wilden Hefen und diese teilweise wieder hinter den haut- 
bildenden Formen zurückstehen. 

Vergleicht man die Ergebnisse der vorliegenden Versuchsreihe mit denen 
der ersten, welche die Wirkung des Esters auf in gehopfte Bierwürze ein- 
geimpfte Organismen überhaupt klarlegte, so ergibt sich neben den eben 
besprochenen charakteristischen Unterschieden vielfach Übereinstimmung. 
Die beim ersten Versuch schon festgestellte verzögernde Wirkung des 
Äthylesters nach Maßgabe seiner Menge, wurde auch hier wieder beobachtet, 
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doch konnte man eine der Verzögerung folgende beschleunigende Ester- 
wirkung nur selten feststellen. Weitere Übereinstimmungen mit dem ersten 
Versuch bestanden darin, daß auch diesmal in fast allen Fällen die bekannte 
„optimale Estermenge“ wieder beobachtet und daß das Angehen der Orga- 
nismen gegen die Grenze hin schwankend wurde. Ebenso nahmen die Ab- 
sätze nach oben hin in der Stärke wieder ab, nachdem sie in den der opti- 
malen Estermenge entsprechenden mittleren Konzentrationen ein gewisses 
Höchstmaß erreicht hatten. 

Die Versuchsreihe über die Einwirkung von Essigsäureamylester auf 
verschiedene Hefen und andere Sproßpilze in steriler, gehopfter Bierwürze 
ergab für die Widerstandsfähigkeit der verwendeten Organismen folgende 
Reihenfolge: 1°/,: Stamm 7, 93, Oberhefe 25, 170, Sacch Pastorianus, Sacch. 
ellipsoideus, Torula 3. — 0,75% (1%): Steinberg 1892, Mykoderma decolo- 
rans, Torula 2, Apiculatus Form 3. — 0,75°/,: Schloß Johannisberg, Wilde 
Hefe 811, Apiculatus Form 1, 4 und 7. — 0,5%: Willia anomala Hansen. 

Man sieht, daß in diesem Fall die Kulturhefen verhältnismäßig wenig 
empfindlich gegen Amylester sind, während sich die hautbildenden und wilden 
Hefen verschieden verhalten. Der Ester wirkte in den niedersten Konzen- 
trationen vielleicht etwas fördernd auf das Wachstum der Organismen ein. 
In den höheren Konzentrationen veranlaßte der Ester eine deutlich sicht- 
bare, starke Verzögerung der Vermehrung und Gärung. Diese Verzögerung 
stand in direktem Abhängigkeitsverhältnis zu der zugesetzten Estermenge. 

Alle besprochenen Erscheinungen stimmen mit den beim Äthylester- 
versuch beobachteten überein. Der Hauptunterschied zwischen den beiden 
Versuchen besteht darin, daß die Organismen mit Bierwürze als Nührlósung 
vom Amylester im höchsten Fall die Menge von 1%, ertragen, während der 
Äthylester in weit größeren Mengen vertragen wird. Der Amylester wirkt 
also schon in geringerer Menge giftig auf die Organismen ein, als der Äthyl- 
ester. Trotz dieser größeren Giftigkeit kann man nicht annehmen, daß der 
Amylester ein Kampfmittel in Delbrückschem Sinn ist, da die von den 
Organismen vertragenen Estermengen immerhin noch so bedeutend sind, daß 
sie bei natürlichen Gärungen niemals erreicht werden. Auch ergab der 
Versuch keinen Beweis dafür, daß bei dem Konkurrenzkampf von Apiculatus- 
arten mit Kulturhefen in geringen Mengen entstandener Amylester den 
letzteren schädlich werden könnte. 

Die mit den gleichen Organismen wie früher vorgenommenen Zäh- 
lungen ergaben eine Bestätigung der aus der Beobachtung der äußeren 
Erscheinungen gezogenen Schlußfolgerungen und sind folgendermaßen gefaßt: 
Eine direkte Förderung findet bei Zusatz von Amylester überhaupt kaum 
statt. Es dauert ziemlich lange, bis die Zellen sich an den Ester gewöhnen. 
Wenn schon eine Förderung der Vermehrung durch den Ester eintritt, dann 
ist dieselbe immer nur gering und beschränkt sich auf die niedersten Konzen- 
trationen. Trotzdem sind die von den Organismen ertragenen Amylester- 
mengen noch zu groß, als daß man annehmen könnte, daß bei natürlichen 
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Gärungen etwa entstandener Amylester allein imstande wäre, tödlich auf 
Hefen ähnlicher Art, wie die verwendeten, einzuwirken. 

Die Versuche über die Eignung von Essigsäureamylester als Kohlenstoff- 
quelle für verschiedene Hefen und andere Sproßpilze in rein mineralischer 
Nährlösung wurden in völlig gleicher Weise und mit denselben Organismen 
angestellt wie die Parallelreihe mit Äthylester. Die Beobachtungszeit be- 
trug 40 Tage. 

Nimmt man wie früher diejenigen Estermengen, bei welchen die ein- 
zelnen Versuchsorganismen noch angingen, als Maßstab für deren Wider- 
standsfähigkeit gegenüber dem Ester, so ergibt sich folgende Reihe: 
5°: Mykoderma valida, Willia anomala var. II Steuber. 49/: Wilde 
Hefe 811. — 3%: Torula 12, Pichia membranaefaciens, Sachsia suaveolens. 
2°: Torula 2, 3, Mykoderma decolorans, Willia anomala Hansen. 1 (Ae 
Steinberg 1892. — 1%,: Schloß Johannisberg, Torula 15. — 0,5°/,: Stamm 7, 
93, Oberhefe 25, 170, Sacch. ellipsoideus, Sacch. Pastorianus. -— 0,06%: 
Apiculatus Form 3. — Nicht angegangen: Apiculatus Form 4. Die haut- 
bildenden Formen scheinen also am wenigsten durch den Esterzusatz in der 
Entwicklung behindert zu werden und können offenbar den Ester als 
Kohlenstoffquelle noch am besten ausnützen, eine Beobachtung, die auch 
bei dem entsprechenden Versuch mit Äthylester gemacht wurde. Die Kultur- 
hefen dagegen sind durchweg weit empfindlicher, die Wilden Hefen zeigen 
verschiedene Widerstandsfähigkeit, im allgemeinen aber eine größere als die 
Kulturhefen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Versuchsreihe decken sich in ver- 
schiedener Hinsicht mit den Resultaten jener Versuchsreihe, bei der Äthyl- 
ester als Kohlenstoffquelle zugesetzt; war. Der Amylester rief ebenfalls eine 
den zugesetzten Mengen direkt proportionale Verzögerung hervor. Diese 
Verzögerung konnte aber hier im allgemeinen schwerer beobachtet werden, 
da die Organismen vielfach nur in wenigen Konzentrationen angingen. Aus 
dem gleichen Grunde wurde auch die Feststellung der optimalen Estermenge, 
die in den meisten Fällen zweifellos vorhanden war, erschwert. Wo sie aber 
deutlich hervortrat, lag sie meist bei den niedersten, seltener bei den mitt- 
leren Konzentrationen, wie dies im allgemeinen den beim Parallelversuch 
mit Äthylester gemachten Beobachtungen entsprach. 

Zusammenfassend kann man auch in diesem Fall sagen, dat der Ester 
zwar zunächst auf die verwendeten Organismen auch in geringen Mengen 
entwicklungshemmend wirkt. Die Hemmung dauert jedoch nur kurze Zeit, 
die Zellen passen sich bis zu einer gewissen Grenze an und nutzen dann 
auch diesen Ester als Kohlenstoffquelle aus, allerdings nicht in dem Mabe 
wie den Äthylester. Trotzdem aus dem Versuch zu schließen ist, daß der 
Amylester im allgemeinen giftiger für die verwendeten Organismen ist, als 
der Äthylester, kann er doch nicht als ein Kampfmittel in Delbrückschem 
Sinn betrachtet werden. Die Estermengen, welche von den verschiedenen 
Organismen vertragen werden, sind immerhin so bedeutend, daß deren Menge 
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bei den natürlichen Gärungen niemals erreicht wird. Die, soweit bekannt, 
bei natürlichen Gärungen entstehenden minimalen Mengen von Amylester 
können also allein niemals tödlich, höchstens äußerst schwach hemmend auf 
manche Organismen, wie die Kulturhefen, einwirken. Wilde Hefen, die bei 
natürlichen Gáruneen im Kampf mit Apiculatus- und andern esterbildenden 
Sproßpilzarten in erster Linie in Frage kommen, sind dagegen im allgemeinen 
widerstandsfähiger. Da von den zum Versuch verwendeten Apiculatusarten 
die eine Form überhaupt keinen Zusatz von Amylester, die andere nur einen 
solchen von 0,06°/, vertrug. kann kaum angenommen werden, daß Apiculatus- 
arten bei einem etwaigen Konkurrenzkampf gerade diesen Ester als Kampf- 
mittel erzeugen werden. 

Die Versuche über den Mechanismus der Assimilierung der Ester waren 
derart gedacht, daß einige der früher verwendeten Organismen in die früher 
verwendete, rein mineralische Nährlösung mit bestimmten Esterzusätzen ge- 
impft wurden. Nach einer kurzen Zeit des Wachstums sollten diese Lösungen 
im Katzschen Extraktionsapparat mit Äther ausgezogen werden, um in dem 
Extrakt durch Titration die Gesamtmenge der entstandenen, ätherlöslichen, 
organischen Säuren festzustellen. Eine zweite Extraktion sollte nach längerer 
Beobachtungszeit vorgenommen werden, um festzustellen, ob eine Ab- oder 
Zunahme der bei der ersten Extraktion gefundenen Säuremenge stattge- 
funden hatte. 

Aus den Versuchen ging hervor, daß die entstandene Gesamtsäuremenge 
in allen Fällen sehr gering ist. Im allgemeinen nimmt bei beiden Extraktionen 
mit wachsender Estermenge auch die Gesamtsäure zu. Bei der zweiten 
Extraktion war die gefundene Säuremenge nicht immer größer, sondern 
öfters kleiner, als bei der ersten. Dies hängt wahrscheinlich mit dem ver- 
schiedenen Verlauf des Wachstums bei den einzelnen Organismen zusammen. 
Der Höhepunkt des Wachstums wird im allgemeinen voraussichtlich mit dem 
Höhepunkt der Esterspaltung zusammenfallen. Diesbezüglich sei auf die bei 
den Zählungen beobachteten ähnlichen Erscheinungen hingewiesen. Zwischen 
der Menge des der Nährlösung zugegebenen Esters und der Menge der durch 
Titration gefundenen Gesamtsäure bestehen unzweifelhaft Beziehungen. 
Nimmt man jeweils die Summe von zwei zusammengehörigen Werten der 
zwei zeitlich verschiedenen Extraktionen und vergleicht sie, so nimmt die ent- 
standene Gesamtsäure — mit Ausnahme von einem Fall — mit der Menge 
des zugefügten Esters zu. Die Art, wie die Versuche verliefen, spricht dafür, 
daß nicht die gesamte Menge des zugefügten Esters auf einmal gespalten 
und die entstehende Säure assimiliert wird, sondern daß die Spaltung nach 
Bedarf der Anzahl der vorhandenen Zellen erfolgt. Die ursprüngliche Absicht, 
die entstandenen Säuren einzeln qualitativ zu bestimmen, wurde wegen der 
außerordentlich geringen Menge entstehender Gesamtsäure aufgegeben. 

Gleiche Versuche mit Amylester lieferten etwas höhere Werte; viel- 
leicht dürfte der Amylester zu eingehenderem Studium der hier angeschnittenen 
Fragen bessere Dienste leisten, als der Äthylester. 
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Die Arbeit, die am Schluß jedes Kapitels ausführliche tabellarische 
Belege enthält, führte schließlich zu folgender Zusammenfassung der Haupt- 
ergebnisse: 

L Würze mit Esterzusatz. 1. Die beiden Ester wirken bei Gegenwart 
geringer Mengen in der Regel fördernd, bei Gegenwart größerer Mengen 
stark verzögernd und hemmend auf die Vermehrung der Organismen. 2. Die 
Verzögerung steht in direktem Verhältnis zur zugesetzten Estermenge. 3. Einer 
anfangs hervorgerufenen Verzögerung folgt in vielen Fällen eine Beschleunigung 
der Vermehrung. 4. Beide Ester können bei spontanen Gärungen nicht als 
Kampfmittel der sich gleichzeitig entwickelnden Organismen angesprochen 
werden. Denn die für alle geprüften Organismen festgestellten Grenzkonzen- 
trationen sind bedeutender, als die, soweit bekannt, bei natürlichen Gärungen 
auftretenden Estermengen. 5. Der Amylester hat sich giftiger erwiesen, als 
der Äthylester. 6. Gegen Äthylester waren die hautbildenden Sproßpilze 
und die wilden Hefen widerstandsfähiger, als die Kulturhefen. Gegen Amyl- 
ester waren die Kulturhefen widerstandsfähiger, als die wilden Hefen und 
die hautbildenden Sproßpilze. 


II. Mineralische Nährlösung mit Esterzusatz. 1. Die beiden Ester 
können für die verschiedensten Organismen mit Ausnahme der Apiculatus- 
formen als Kohlenstoffquelle dienen. Fast alle verwendeten Organismen 
kamen aber auch in rein mineralischer Nährlösung ohne jeden Kohlenstoff- 
zusatz fort, wahrscheinlich infolge von Nahrungsaufnahme aus der Luft. Das 
Wachstum war jedoch in den mit Ester versetzten Kulturen im allgemeinen 
ein besseres, als beim blinden Versuch. 2. Die beiden Ester wirkten — im 
Gegensatz zu Würze als Nährlösung schon in geringen Mengen stark 
verzógernd. Eine auf die Verzögerung folgende Beschleunigung der Ver- 
mehrung wurde nicht beobachtet. 3. Die Verzögerung war wieder direkt 
proportional der zugefügten Estermenge. 4. Bezüglich der Auffassung der 
beiden Ester als Kampfmittel bei spontanen Gärungen gilt dasselbe wie 
bei I. 5. Gegen die beiden Ester waren in diesem Fall die hautbildenden 
Sproßpilze und die wilden Hefen widerstandsfähiger als die Kulturhefen. 
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